N

N

Contribution a I’étude de ’effet anthelminthique de
ressources tropicales en santé animale
Cindy Gustave

» To cite this version:

Cindy Gustave. Contribution a ’étude de l'effet anthelminthique de ressources tropicales en santé
animale. [Stage] Autres régions du monde. Université des Antilles - Site de Guadeloupe (UA), FRA.
2016, 26 p. hal-02796460

HAL Id: hal-02796460
https://hal.inrae.fr /hal-02796460
Submitted on 5 Jun 2020

HAL is a multi-disciplinary open access L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
archive for the deposit and dissemination of sci- destinée au dépot et a la diffusion de documents
entific research documents, whether they are pub- scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
lished or not. The documents may come from émanant des établissements d’enseignement et de
teaching and research institutions in France or recherche francais ou étrangers, des laboratoires
abroad, or from public or private research centers. publics ou privés.


https://hal.inrae.fr/hal-02796460
https://hal.archives-ouvertes.fr

L

UNIVERSITE DES ANTILLES ET DE LA GUYANE
FACULTE DES SCIENCES EXACTES ET NATURELLES

==INRA

—=" SCIENCE & IMPACT

Wl uersite _

des Antilles
Domaine de Duclos Petit-Bourg

Faculté des Sciences Exactes et Naturelles

LICENCE 3 BIOLOGIE-BIOCHIMIE

SCIENCE, TECHNOLOGIES ET SANTE
Parcours : Biologie Sciences de la Santé

ANTHELMINTHIQUE DE RESSOURCES
TROPICALES EN SANTE ANIMALE

Présente par
GUSTAVE Cindy

Stage effectué au sein de 1’Unité de Recherche Zootechnique de I’'INRA
Du 11 Janvier au 06 Février 2016

Responsable de stage INRA : Dr Carine MARIE-MAGDELEINE CHEVRY
Responsable de stage UAG : Marie-Noélle SYLVESTRE

@)
@)
Z
=
a
vy)
-
-
O
Z,
>
: Y -
e B Jm
0
-
-,
T
-,
vy
)
T
=y
es
T
T
] ‘T

UNITE DE RECHERCHE ZOOTECHNIQUE DE L’INRA

bl




ll’ m | u Q rS I t Q CONTRIBUTION A L’ETUDE DE L’EFFET ANTHELMINTHIQUE DE RESSOURCES TROPICALES EN SANTE ANIMALE

Remerciements

Je remercie monsieur OZIER-LAFONTAINE Harry, Président de 1’Institut National de
Recherche Agronomique (INRA), ainsi que Nathalie MANDONNET, Directrice de de
I’Unité de Recherche Zootechnique (URZ).

Je tiens fermement a remercier Mme Carine MARIE-MAGDELEINE d’avoir bien voulu
m’accueillir dans le laboratoire URZ, afin que je puisse effectuer mon stage de 3°™ année
de licence au sein de son équipe. Je la remercie de son accueil chaleureux et de sa
gentillesse. Je te remercie de m’avoir permis d’acquérir de I’expérience professionnelle,
car j’ai pu avoir une vision du travail en situation réelle. Et surtout merci de ton savoir-

faire et au dialogue humain que tu entretiens avec les stagiaires.

Je remercie Tatiana SILOU-ETIENNE de m’avoir encadré durant ces semaines de stage,
de sa patience, d’avoir su m’écouter et ainsi que de m’avoir enseigné de nouvelles

techniques.

Merci a Steeve et a tous les stagiaires pour tous les bons moments passés ensemble,
d’avoir eu une présence chaleureuse, permettant de mettre une bonne ambiance au sein

du laboratoire.

Je remercie également toute 1’Unité de Recherche Zootechnique, Suzitte CALIF, Lucien
FILIBERT, Dalila FEUILLET, Yoann FELICITE et tous les autres de 1’équipe de

m’avoir offert un bon accueil, guidé et conseillé¢ durant ce stage.

Merci & mes amis et ma famille pour leur soutien. Je remercie tout particuliérement mon
papa pour m’aider et me donner les moyens pour avancer dans la vie, ma maman pour

son soutien, ainsi que Diego pour son aide, ses encouragements et ses conseils.

Page 2



ll' m | U Q rS I t Q CONTRIBUTION A L’ETUDE DE L’EFFET ANTHELMINTHIQUE DE RESSOURCES TROPICALES EN SANTE ANIMALE

Table des matieres

LiSte des aDIr@VIALIONS. .........coiiiiiiiciee bbb 5
Présentation de I’Institut National de la Recherche Agronomique (INRA) ............. 6
RESUIME ...t s et e et et e st e s be e b e e se e s et et e seesbenrenreanes 7
l. INTRODUCTION ...ttt nnne e 8

1. CoNtexte gENETAL........occoiiiiiie e 8

2. Synthése bibliographique............cooeiiiiiiiiii s 9

> Le parasite Haemonchus CONTOITUS ........cccoveeeiirneniesie e see e 9

> La PhytOtherapie......c.cocoiiiiiieci e 10

% LeS TanINS CONUBNSES .......ccuviiiirierierieiesie sttt sre e nneas 11

» Choix des plantes a tanins pour les tests in Vitro..........cccceevveveiieieenne 12

1. Matériels et METNOAES ... 14

Lo IMAEEIIRIS ..o 14

> Matériel biologique : Larves L3 ........cccoovviieii e 14

> Matériel Végétal : TANINS CONDENSES.........cccocoveiiieienn e 14

N \V/ T 1 oo [ USSR 15

» Butetprincipe dutest LEIA...........ooo oo 15

» MOAE OPEFALOINE.......eevieeeecieecie ettt 15

o Mise au point du test de dégainement ............ccoocereiiinenienieeinnienn, 16

o Mise en contact des larves avec 1es tanins...........cccoceveveneviennnnnnens 17

O Testde degaiNeMENT ......ccoviiiii i 18

m ESsal Préliminaire ... 18

= Essais sur les 5 plantes S€lectionnées ...........cccceeevvieiecieiieenneen, 19

»  ANAlYSES StAtISTIUES.......ccvviiiieiie et 19

I, RESUItAtS et dISCUSSION.....cc.iiiiieiiieieieieie et 20

Page 3



=INRA

= SCIENCE & IMPACT

ll' m | \J Q rS | t@ CONTRIBUTION A L’ETUDE DE L’EFFET ANTHELMINTHIQUE DE RESSOURCES TROPICALES EN SANTE ANIMALE

P ESSal Préeliminaire ......ooveceeie e 20

» Essais sur les 5 plantes SEIeCtiONNEES...........ccvvevieieeieiie v, 21

o Efficacité et effet dOSES .......ccoeueirierrccirceee e 21

o Détermination de 12 ClI50 .........cccoeevrieeirineicneceeeeesee e 22

IV.  CoNncClUSIiON - PErSPECLIVES ......ceeiiieieiieiie e 23
APPOrt PErsoNNEl AU STAQE....ccevtererrrerreretrrrereeeeesresee st ssreseessesssesseesseesaessnessasssessnannes 24
Références DIDIOGraphiQUES ....cceceeceeereereireenercerreesee s sseesee st e saesseeseessesnesseessessnenne 25

Page 4



ll' m | \J Q rS | t Q CONTRIBUTION A L’ETUDE DE L’EFFET ANTHELMINTHIQUE DE RESSOURCES TROPICALES EN SANTE ANIMALE

l\“v

=7 SCIENCE & IMPACT

Liste des abréviations

INRA : Institut National de la Recherche Agronomique

URZ : Unité de Recherche Zootechnique

H.contortus : Haemonchus contortus

SGI : Strongle Gastro-Intestinal

TC : Tanin condensé

LEIA : Larval Exsheathment Inhibition Assay (Test de dégainement larvaire)

PBS : Phosphate Buffer Sample = Tampon Phosphate

SL2o00L3/mL : Solution Larvaire a 2000 L3/mL

Na : Sodium

Cl : Chlore

NaCl : Chlorure de sodium
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Présentation de I’Institut National de la Recherche Agronomique (INRA)

L’Institut National de la Recherche Agronomique ou INRA est un organisme francais
de recherche en agronomie fondé en 1946, présidé depuis 2012 par Francois Houllier. Il
est le premier institut de recherche agronomique en Europe et deuxiéme en sciences
agricoles dans le monde. Ses recherches concernent les questions liées a 1’agriculture, a
I’alimentation et a la sécurité des aliments, a 1’environnement et a la gestion des

territoires, avec un accent tout particulier en faveur du développement durable.

INRA Antilles-Guyane

Le centre Antilles-Guyane fait partie des dix-neuf centres de recherche et est divisé

en trois unités de recherche :

- L’Unité de Recherche Agrosystémes tropicaux (URASTRO)
- L’Unité Mixte de Recherche Ecologiques des Forets de Guyane (ECOFOQG)
- L’Unité de Recherche Zootechnique (URZ)

Unité de Recherche Zootechnique

Crée en 1965, I’'URZ vise a I'amélioration des productions animales dans la zone
tropicale humide. Ses compétences concernent principalement la Guadeloupe et la
Martinique, mais s'étendent également a la région Caraibe et au milieu tropical humide
dans son ensemble. Les especes animales concernées sont les bovins, les caprins, les ovins
et les porcins. Le projet de I’'URZ vise a promouvoir des Systémes d’élevage efficients
dans un milieu a fortes contraintes dans une perspective agroécologique. Dans cet

objectif, ’'URZ est organisé en 3 groupes de travail:

- Adaptation et résilience des animaux pour les systéemes d’élevage tropicaux
durables
- Optimisation de fonctions en vue de ’efficience des systémes d’élevage tropicaux

- Valorisation des savoirs, expertises et innovations
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Résumé

De nombreux animaux au paturage tels que les ovins, bovins et caprins sont atteints
de certaines maladies. Le parasitisme est un trés grand probléme chez les ruminants dans
la zone Caraibe. Les parasitoses digestives, pathologie majeure des petits ruminants, est
causé par les nématodes parasites gastro-intestinaux, également appelés strongles
digestifs ou strongles gastro-intestinaux (SGI), notamment par I’espéce Haemonchus
cortortus. Pour pallier & ce probléme, des traitements sont élaborés, ce sont les
anthelminthiques. Cependant, les éleveurs utilisent de maniére excessive les
anthelminthiques, ils dépassent la dose nécessaire pour traiter I’animal, ce qui entraine
une résistance des nématodes aux anthelminthiques de synthése. Pour pallier a ce
probléme, d’autres molécules sont recherchées afin de traiter ces maladies. De
nombreuses études ont montrés que grace a un composeé naturel des plantes, les tanins
condenseés qui sont un métabolite secondaire des plantes, le développement larvaire est
stoppé, ainsi les parasites ne peuvent plus évoluer et ne sont donc plus nocifs pour

I’animal.

L’objectif de ce stage est donc de tester in vitro diverses plantes sur le dégainement
des larves de type L3 (larve infestante), afin de déterminer lesquels sont les plus efficaces
afin de stopper le développement de la larve. Les tanins de ces plantes sont testés a
différentes concentrations, dans le but de déterminer qu’elle tanin condensé est le plus
efficace et a partir de quelle concentration de tanin le produit sera efficace, c’est-a-dire a
la concentration la plus basse efficace, afin de ne pas entrainer une résistance des larves

aux anthelminthiques.

Nos résultats ont montré que les tanins condensés du Cajou sont ceux qui agissent le

mieux sur le dégainement des larves, ils sont donc d’une grande efficacité.
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I. INTRODUCTION
1. Contexte général

Les parasitoses digestives dues aux nématodes parasites gastro-intestinaux
également appelés strongles gastro-intestinaux (SGI), sont une pathologie majeure des
petits ruminants de la zone Caraibe élevés a I’herbe., € Elles peuvent entrainer des pertes
de production importantes (Paolini et al. 2002). Dans les régions tropicales, les conditions
environnementales favorisent le développement des strongles hématophages hautement
pathogénes comme Haemonchus.contortus. Les parasitoses digestives peuvent étre
traitées par des anthelminthiques de synthese, qui sont des medicaments
antiparasitaires. Cependant, 1’utilisation déraisonnée de ces produits sur les 50 derniéres
années a entrainé 1’apparition de résistances des parasites (Kaplan and Vidyashankar,
2012;Torres-Acosta et al., 2012). Par exemple en Guadeloupe, une enquéte a montré que
tous les élevages de chevres sont résistants aux Benzidazoles et la plupart d’entre eux
présentent des résistances a 2 ou 3 familles d’anthelminthiques de synthése (Mahieu et
al., 2014). Ainsi, pour lutter contre les parasites, mais également éviter 1’apparition du
phénomene de résistance qui pose probleme de nos jours, il devient nécessaire de « traiter
mieux — traiter moins ». Cela passepar la mise en place de bonnes pratiques, c'est-a-dire
de renforcer la résistance de 1’hote (le mouton), gérer les paturages afin de diminuer la
contamination du milieu extérieur et aussi d’utiliser les antiparasitaires a bon escient
(Issautier, 2009). D’autres moyens de traitement a partir de molécules issues de
plantes (les métabolites secondaires) sont encore en cours de recherche. De nombreuses
études (Paolini et al. 2002 ; Marie-Magdeleine et al. 2010 ; Schneider et al. 2015). ont
démontré une réduction du parasitisme chez le mouton, grace a la consommation de
plantes riches en tanins condensés (TC) De plus, les études expérimentales in vivo
utilisant des extraits de quebracho (une source tres riche en tanins condensés) ont
confirmé les premiers résultats obtenus avec des plantes a TC (Athanasiadou et al., 2001).
Par ailleurs, plusieurs plantes a TC possédent une activité anthelminthiques, alors que

d’autres n’en n’ont pas (Pomroy and Adlington, 2006).

L’objectif de cette étude est donc d’évaluer in vitro les effets inhibiteurs de TC issus
de sept plantes différentes sur une étape du développement larvaire d’H.contortus : le

dégainement de la larve L3.
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2. Synthese bibliographique

Le parasite Haemonchus contortus

Il existe plusieurs types de larves parasites des ovins, parmi lesquelles peuvent
étre citées les Cestodes (ténias), les Trematodes (douves) et les Nématodes (vers
ronds). Haemonchus contortus est un nématode hématophage de la famille des
Trichostrongylidae. C’est un parasite trés commun et il est 1’'un des nématodes les plus
pathogenes des petits ruminants. Les animaux sensibles tels que les jeunes ruminants de
premiéere année, les femelles en gestation ou allaitantes et les animaux malades ou

affaiblis, ont peu d’immunité et ont donc une faible résistance face aux parasites.

Dans le tube digestif E
de I’hote / Immatures \

Stades adultes

| Matiéres fécales

!
Oeufs ‘@)t

Larves L2 «— Larves L1

Strongles gastro-intestinaux Sur le paturage
3

Figure 1. Cycle parasitaire des strongles

Ingestion |
avec 'herbe

Francois, D., Jacquiet, P., Moreno, C., Astruc, JM., 2014.

Sélectionner la Résistance au Parasitisme gastro-intestinal.

Les larves femelles (stade adulte) sont localisées dans 1’estomac (caillette) de
I’animal (h6te) ou elles pondent quotidiennement 5 000 & 10 000 ceufs. Les ceufs sont
éliminés par les féces dans le milieu extérieur. A température optimale (24 a 29°C), les
ceufs éclosent aprés quatre a six jours pour donner des larves L1. Environ 24 a 48 heures
aprés éclosion, elles se développent en larves L2. Si les conditions de température et
d’humidité sont favorables, les larves infestantes L3 (avec lesquels nous avons travaillé
pour cette étude) se forment dans les matiéres fécales, aprés deux a quatre jours, a partir
des ceufs rejetés par I’animal parasité. Afin d’étre ingéré par les ruminants, elles doivent
se déplacer ou étre transportées jusqu’a I’herbage le plus proche et migrer au sommet des

brins d’herbe. Les larves acquiérent une gaine protectrice qui leur permettent de survivre
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dans le milieu, mais qui les protégent également lors de leur passage dans le tractus
digestif. Une fois avalées, les larves L3 transitent dans le tube digestif jusqu’a la caillette.
Elles perdent leur gaine protectrice (figure 2.3) et penétrent dans la muqueuse de la paroi
de la caillette dans les six heures qui suivent leur ingestion; elles demeurent dans la paroi
digestive pendant environ deux a trois semaines. La température de 1’environnement
digestif augmente, causée par I’accumulation des larves dans 1’estomac, entrainant aprés
48 heures le developpement des larves L3 en larves L4 hématophages. Les quatre a six
jours qui suivent, les larves L4 évoluent en larves immatures L5, puis passent au stade

adulte et la reproduction devient donc possible.

Figure 2.1. Larve Figure 2.3.
gainée Gaine

Figure 2.2. Larves dégainées

La Phytothérapie

Les plantes ou leurs extraits, sont utilisées contre tous types de pathologie. Les
composes produits par les plantes se divisent en deux catégories : les métabolites

primaires et les métabolites secondaires.

Les métabolites primaires sont des molécules qui existent dans toutes les cellules
végeétales et sont nécessaire a la vie de la plante. On retrouve parmi eux, les sucres
simples, les acides aminés, les protéines et les acides nucléiques.

Les métabolites secondaires sont important a la survie et a la propagation des
plantes qui les reproduisent. Parmi eux, on compte : les tanins, les saponosides, les
alcaloides, polyphénols, terpenes, stéroides, acides aminés non protéiques,
glucosides cyanogenes et autre hétérosides. IlIs ont une répartition limitée, dans la plante
elle-méme comme parmi les différentes especes végétales. Ces composés ne sont pas au
sens strict indispensables aux fonctions principales de la plante. Les métabolites

secondaires ont un réle nutritionnel, ainsi qu’un réle de défense de la plante.

Les tanins sont des substances ameéres, mais plus précisément des substances

naturelles phénoligues. Ce sont des métabolites secondaires des plantes supérieures et
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se trouvent dans presque toutes les parties des végétaux tels que les écorces, les fruits, les
gousses, les feuilles, les racines ou les graines de certains végétaux. lls jouent un rdle
d’arme chimique défensive contre certains parasites. On distingue deux groupes selon
leur structure et la voie de leur synthese : les tanins hydrolysables (Gallotanins,

Ellagitanins, tanins complexes) et les tanins condensés (TC).

Les Tanins condensés

Les TC, également appelés proanhocyanidols sont des polymeres de flavan-3-
ol & noyau flavone. lls ne traversent pas la barriere intestinale, ils sont donc beaucoup
moins toxiques que les tanins hydrolysables (Paolini et al. 2002). La consommation de
TC a de trop fortes concentrations (<7% de matiére seche (MS)) est nocive pour les
herbivores (réduction de la prise alimentaire, interférence avec la morphologie et
I’activité protéolytique des microbes dans le rumen), tandis qu’a de plus faibles
concentrations ou modérées (>6% de MS), elle a plutdt des effets positifs sur les
ruminants (réduction de la prise alimentaire, interférence avec la morphologie et I’activité

protéolytique des microbes dans le rumen).

Les TC agissent en inhibiteur sur le cycle larvaire, ils empéchent le dégainement

de la larve. Ainsi, les larves deviennent inoffensives pour les ruminants.

Figure 3. Structure des tanins

http://www.google.com/patents/W02009004242A22cl=fr
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Choix des plantes a tanins pour les tests in vitro:

Pour les tests de mise en contact des larves avec les tanins, nous avons sélectionné
des plantes appartenant a des familles botaniques diverses et contenant des tanins

condensés :
» Goyavier (Psidium guajava)

Le goyavier ou Psidium guajava est une espece d’arbre

fruitier de la famille des Myrtaceae, originaire des régions

s

tropicales d’Amérique. Son fruit est la goyave. http://www.phytomania.com/goyavier.htm

Astringent, stimulant, antioxydant, anti-inflammatoire et Figure 4. Goyavier

antidiarrhéique.

» Raisinier (Coccoloba uvifera)

Le raisinier ou Coccoloba uvifera est une espéce d’arbre

fruitier de la famille des Polygonaceae. Son fruit est le raisin.

Anti-diarrhéique, et astringent. http://www.complements-alimentaires.co/raisinier/

Figure 5. Raisinier

» Anacardier (Anacardium occidentale)

L’anacardier ou Anacardium occidentale est un arbre fruitier

de la famille des anacardiaceae. Son fruit est la noix de cajou.

= pa
Hypocholestérolémiant, laxatif, antibactérien, fongicide, etc... http://mireille.free.fr/flore-reunion/fruits-
run/images/anacardier-fr.jpg

Figure 6. Anacardier

» lcaquier (Chrysobalanus)

L’icaquier ou Chrysobalanus est un arbuste des régions

chaudes de I’Amérique, proche des pruniers. I fait partie de la

=

famille des rosaceae. Son fruit est ’icaque. http://www.terrelocale.net/L-ICAQUE.htim

Astringent, anti-diarrhéique et anti-dysentérique. Figure 7. Icaquier
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» Manguier (Mangifera indica)

Le manguier ou Mangifera indica est un arbre fruitier de la

famille des Anacardiaceae, originaire d’ Asie méridionale. Son

fruit est la mangue. http://www.aujardin.info/fiches/planter-
Diurétique, laxatif, stimulant, sudorifique, vomitif, vermifuge, Figure 8. Manguier

astringent et anti-inflammatoire.

» Leucaena (Leucaena leucocephala)

Le leucaena ou Leucaena lecocephala, encore appelé faux

mimosa est un arbuste ou arbre originaire d’ Amérique centrale,

de la famille des mimosaceae. Certaines espéces ont des fruits https://upladwikimedia,org/wikiedia/co
mmons/4/49/Leucaena leucocephala.ipg

Figure 9. Leucaena

et graines comestibles. La plante contient la mimosine qui est

une substance toxique. 1l détient des propriétés médicinales.

» Grenadier (Punica granatum)

Le grenadier ou Punica granatum est un arbre fruitier de la

famille des lythraceae. Il est originaire d’Asie occidentale. Son

L™ S ]
AL N

fruit est la grenade. http://www.visoflora.com/images/original/f
ruit-de-grenadier-visoflora-41469.jpg

Dépuratif, reminéralisant et alcalinisant.
Figure 10. Grenadier
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II. Matériels et méthodes

1. Matériels

Matériel Biologigue : Larves L3

Afin de pouvoir effectuer les essais in vitro, le matériel biologique nécessaire a
été récupéré sur un ovin préalablement infesté experimentalement par des souches du
parasite H.contortus. Nous avons travaillés sur des souches sensibles du parasite, ¢’est-
a-dire qui n’ont pas de résistances face aux anthelminthiques chimiques ou de synthése,
afin de pouvoir observer un effet thérapeutique dans le cas d'un traitement a dose
habituelle par voie générale. Les féces de 1’animal ont été recueillies post-infestation au
mois de novembre, dont une partie a été mise en culture afin de produire les larves de

stade L3 (coproculture) et I’autre a été traitée afin d’en extraire les ceufs.

Afin de confirmer et de compléter les résultats de la premiére expérimentation,
d’autres larves de souche sensible ont été récupérées au mois de janvier a partir d’un autre

ovin.

Matériel Végétal : TANINS CONDENSES

Les 7 plantes qui ont été choisi pour effectuer les tests in vitro sont le cajou,
I’icaque, le leucaena, le manguier, le goyavier, la grenade et le raisin (figure 11). Les
TC purs utilisés pour cette étude ont été extrait préalablement de ces plantes par le
laboratoire de ’'URZ. Pour la grenade, les TC ont été extrait de la peau du fruit, tandis

que pour les autres plantes, ils ont été extraits a partir des feuilles.

Manguier Goyavier lcaque  Raisin  Grenade Cajou
Figure 11. Tanins condenseés des plantes pour les essais in vitro

Le feuillage des plantes et la peau de la grenade ont été lyophilisées. La poudre de
plante obtenue a été ensuite dépigmentée, puis extraite a I’acétone 70% dans ’acide
ascorbique. L’extrait brut est finalement purifié sur un gel de Sephadex LH20, afin
d’obtenir les TC.
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2. Méthodes

Nous avons réalisé les essais en deux étapes, une étape préliminaire ou 1’on a ciblé
parmi les 7 plantes, celles ayant un plus grand taux d’efficacité et une deuxiéme étape ou
I’on a cherché la concentration minimale en tanin efficace des 5 plantes sélectionnées

(cajou, goyavier. raisinier, icaque et manguier).

Le test LEIA ou Larval Exsheathment Inhibition Assay, en francais « Test
d’inhibition du dégainement larvaire » vise a tester l’efficacité de différentes
molécules, dont les TC, ou extraits de plantes sur le dégainement des larves infestantes
(L3).

Pour que les tests in vitro puissent étre réalisés, il faut préparer une solution
larvaire dont nous avons décidé de la concentration a 2000 L3/mL (SLzo00L3/mL) @ partir

des souches sensibles récupérées dans les feces de 1’animal.

Lorsque I’on observe les larves il vaut mieux trouver le moins de larves mortes
possible, si tel n’est pas le cas, on utilise la méthode de Baermann (figure 12) permettant

de récupérer le maximum de larves vivantes, est mise en ceuvre.

L’appareil de Baermann est composé d’un entonnoir, prolongé
par un tube clampé, fixé a un support, dans lequel on ajoute de
I’eau. Au-dessus de I’entonnoir est disposée une passoire contenant
une feuille de gaze ou un papier absorbant sur lequel on verse la
solution de larve. Par contact avec 1’eau, les larves vivantes vont
migrer au fond du tube pour former un culot qui sera récupéré a

I’aire d’une pipette graduée, tandis que les mortes seront retenues

par le papier. Figure 12. Méthode de Baermann

Premierement, le volume de solution larvaire récupéré (culot) est mesuré et
deuxiemement, il faut compter le nombre de larve contenu dans la totalité du volume.

Pour ce faire, on dépose sur une plaque 10 gouttes de 10uL dans lesquelles on compte le
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nombre de larves. Ensuite, le nombre de larves dans chaque goutte est sommé pour

100pL, puis on fait un calcul dans 1mL et enfin le total du volume.

e Exemple : On a un volume de 55mL contenant 990 L3/ml . On calcule :

10 (gouttes) * 10uL = 100uL
donc, 99 L3 vivantes/100pL =990 L3 vivantes/1000uL (1mL)
990 * 55 =54 450 L3 254 450 L3 dans 55 mL

Ainsi, lorsque le comptage est fini, on calcule la quantité de tampon phosphate salin
(PBS) dans laquelle le culot de larves aprés centrifugation sera mis en suspension afin

d’obtenir la SLooooLs/mL.

e Exemple 54 450/2000 =27.22 ml de PBS

o Mise au point du test de dégainement

Cette étape est primordiale pour la réussite de 1’expérience. Elle a pour but de

définir la concentration de solution hypochlorite permettant le dégainement de la totalité
des larves (100%) a 50 (T50), 60 (T60) ou 70 minutes (T70).. Cette mise au point doit
étre impeérativement faite avant tout commencement du test de dégainement, pour
veérification.
La SLaoooLa/mLpréparée précédemment est soumise au processus artificiel de dégainement
par mise en contact avec une solution de NaCl/javel (NaCl 16,6% et d’eau de Javel a
2,6% de Chlore Actif) diluée aux concentrations 1/30, 1/50, 1/70, 1/100, 1/120 et 1/150
dans différents tubes Falcon.

Eau de Javel : Egalement appelé hypochlorite de sodium. Lorsque les larves sont mises
en contact avec 1’eau de javel, les larves se dégainent. En effet, elle détient des propriétés
similaires aux sécrétions présentes dans 1’estomac des ruminants provoquant ainsi le

dégainement des larves.

Dans des tubes cristal bien identifiés sont distribués 750 pL de
chaque solution diluée NaCl/Javel et 750 pL deSLoooorame. Il faut
prélever toutes les 10 min durant 70 min (point de départ : 0 min « To »),
200 pL le contenu du tube cristal (solution larvaire + NaCl/Javel), apres
avoir homogénéisé la suspension, que 1’on transfere dans des tubes

Figure 13. Lugol concentré

Eppendorf de 0,5 ml identifiés (To a T70), dans lesquels 20 pL de lugol
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concentré (figure 13) auront été préalablement distribués. La solution de lugol ou
solution d’iodure de potassium iodée est composé de diiode et d’iodure de potassium
dans de I’eau. Il permet de tuer les larves, ce qui nous permet dans notre cas de visualiser
I’état de la larve (gainée ou dégainée au temps T) en stoppant son développement. On
retient le temps (Teo préférable) et la dilution de javel optimale pour 100% de

dégainement.

o Mise en contact des larves avec les tanins

Les larves L3 sont mises en contact avec les tanins. Dans des tubes Eppendorf de
1,5mL identifiés, incuber 0,5mL de solution larvaire a 2000L3/ml avec 0,5mL de TC
(pareil pour tous les tanins) a différentes concentrations.

- Pour P’essai préliminaire les concentrations testées sont:

2,5 mg/mL pour toutes les plantes et ainsi que 5,0 mg/mL pour le leucaena.

- Pour P’essai complémentaire i sur les 5 plantes sélectionnées les concentartions

testés sont :
Pour le cajou, I’icaque, le goyavier, le manguier et le raisin a des concentrations de 2,5

mg/mL, 1,25 mg/mL,0,5 mg/ml, 0,25 mg/mL et 0,05 mg/mL (fig.14).

L’incubation dure 3h a température ambiante sous agitation constante.
Au bout de 3h, les larves sont centrifugées, puis le culot est lavé avec du PBS. L’opération

est répetée trois fois. Les larves sont ensuite mises en suspension dans 0.5ml de PBS.

Nous avons préparé une SLoooL3/mL, ainsi nous avons 2000 larves L3 pour 1mL. Lors de
la mise en contact avec les tanins, 0,5mL de solution larvaire a été mise en contact avec
la solution de tanin, donc on obtient 1000 L3 pour 0,5mL. Puis, lors du test de
dégainement, on préléve 100uL des 0,5mL de larves en suspension dans du PBS (ayant
eu contact avec les tanins) dans 5 tubes Eppendorfs (5 répétitions), ainsi on obtient 200
L3/mL (1000 / 5= 200). Pour que les résultats soient représentatifs, il faut obtenir au

moins 100 L3 par tube.
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o Test de dégainement

L’essai préliminaire a été réalisé sur des larves agées de 2 mois, tandis que le

deuxieme essai sur des larves de 12 jours.

= [Essai préliminaire

Les larves sont soumises au processus artificiel de dégainement par mise en
contact avec une solution NaCl/Javel diluée a la concentration défini lors de la mise au
point.

Dans des tubes Eppendorf de 0,5mL sont distribué 100uL de solution larvaire (selon les
différentes concentrations de tanins) et 100uL de dilution. Pour chaque concentration de
tanin, nous avons fait 5 répétitions, ainsi pour une concentration de tanin, on réparti dans
5 tubes Eppendorf de 0,5mL, 100uL de larves mise en contact avec le tanin (les tanins ne
sont plus présents, car les larves ont été lavées) et 100uL de dilution (figure 14).
Normalement par la suite, les tubes doivent étre mis en agitation constante pendant la
durée déterminée lors de la mise au point. En plus des TC testés, un contrdle négatif (L3
dans PBS) a été exécuté en parallele. Cependant, les tubes Eppendorf de 0,5mL que nous
avions étant de forme conique, ce qui empéchait I’homogénéisation de la solution (larves
+ tanins), car le volume contenu restait au fond du tube. Ainsi, nous avons agité toutes
les 10 minutes les tubes au vortex des 1’ajout de la dilution NaCl/Javel. Au bout du temps
imparti (temps déterminé lors de la mise au point), 20uL de lugol est ajouté (tue les

larves).Dans chaque tube Eppendorf, nous devons obtenir au moins 200 larves.

On observe la tendance du dégainement des larves au microscope a un

grossissement de 40, sur une plaque ou I’on réparti le volume de chaque tube en 11 gouttes
de 20uL (figure 15).

Répétitions

Figure 14. Test de dégainement (manguier et raisin).
Sur la photo, pour le manguier (a gauche), pas de lugol et pour le raisin (a droite), présence de lugol.
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Figure 15. Plaque pour comptage des larves (test de dégainement
apres contact avec les tanins

= [Essai sur les 5 plantes sélectionnées

La méme procédure que lors de 1’essai préliminaire a été réalisée sur les tanins condensés

des 5 plantes (cajou, goyavier, raisinier, manguier et icaquier).

Analyses statistigues

Une fois le comptage des larves terminé lors du test de dégainement, on calcule le
pourcentage de dégainement pour chaque répétitions de chaque tanins. On évalue ainsi le
taux d’efficacité des TC des plantes. Si le pourcentage est proche de 0%, cela signifie que
les TC ont de I’effet, si au contraire il tends vers 100%, c¢’est qu’ils n’ont aucun effet, ils

suivront alors la méme tendance que pour le témoin négatif.

Les données des tests de dégainement et la Cl 50 (Concentration Inhibitrice) ont été
analysées et calculées pour toutes les plantes présentant un effet-dose. La ClI 50est la dose
requise pour inhiber a 50% le dégainement des larves et inhiber a 50% le développement

larvaire. La détermination de la C150 par la méthode statistique Probit (figure 18)

" SCIENCE & IMPACT
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III, Résultats et discussion

Essai préliminaire

Le premier essaie consiste a tester 1’efficacité des tanins des 7 plantes sur le
dégainement des larves, afin de cibler celles qui présentent les plus grands taux de

rendement.

Le test préalable a la concentration de 2,5mg/ml montre que les tanins de leucaena et de
Goyavier (Figure 16) ne sont pas efficaces a la concentration maximale du test (non
différents du témoin négatif PBS). Il n’est donc pas nécessaire de poursuivre les essais

sur les plus faibles doses avec ces 2 plantes.

En effet, en comparant le témoin PBS avec les plantes, nous pouvons remarquer que
lorsque que le pourcentage de dégainement des larves L3 post-incubation est voisin de
0%, cela signifie que les tanins de ces plantes ont un effet positif (Goyavier, Raisin,
Icaque, Manguier et Cajou), c’est-a-dire que les larves restent gainées (figure 2.1). En
revanche, lorsqu’il est proche de 100%, cela veut dire que les tanins des plantes ne
présentent aucun effet sur le dégainement des larves, ainsi nous retrouvons les larves
dégainées (figure 2.2) (Leucaena et Grenade). Le témoin PBS contient des larves qui
n’ont pas été mises en contact avec les tanins et ces larves sont ensuite soumises au test
de dégainement avec une dilution de javel. Donc elles se dégainent au bout d’un certain

temps en fonction de la dilution de javel.

Pourcentage de dégainement des larves L3 post
incubation dans différents tanins condensés a la
concentration de 2,5mg/ml

100
80
60
40

20 .

Goyavier Raisin  lcaque Grenade Manguier Cajou Leucaena Témoin
PBS

Figure 16. Effet des tanins condensés de 7 plantes sur le dégainement des larves L3 d’Haemonchus
contortus a la concentration de 2,5 mg/ml
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Essais sur les 5 plantes sélectionnées

Pour la suite il a été décide de poursuivre les essais sur les 5 autres plantes ayant
présenté un effet a forte dose, afin de déterminer les efficacités, les effets doses et calculer
les DL50.

o Efficacité et effet doses

Les efficacités moyennes des différents tanins sur le dégainement larvaire
d’Haemonchus contortus et leurs groupements sont présentées dans le tableau 1. Les
moyennes ne partageant aucune lettre sont sensiblement différentes. Les effet-doses sont

présentés sur la figure 17.

Tanin %efficacité corrigé | Erreur Groupement
Condensé | par le témoin Standard

Cajou 75,5 2,503 c
Goyavier 41,4 2,503 b
Icaque 16,1 2,503 a
Manguier 39,2 2,503 b
Raisin 43,5 2,503 b

Tableaul. Efficacité globale des tanins condensés relativement au témoin négatif. Comparaisons.

Les résultats montrent que tous les tanins condensés sont efficaces. Le TC le plus
efficace est celui de cajou (tableau 1), et le moins efficace est celui d’icaque. Tous les

tanins présentent des effets doses (Figure 17).

Effet des tanins condensés extraits de plantes sur le
dégainement larvaire d'Haemonchus contortus

© 120

= iy 2 "

g '% 122 W *.\ —o—Cajou -
88 60 \ \\\ \ —m— Goyavier
E % 40 \ \\ \ —A—Icaquie-r
%E’ 20 \ \\ \ ';/'a_ngl{ler
58 o T~ N\ e
3 0,05 0,25 0,5 1,25 2,5

o

concentration en tanins condensés (mg/ml)

Figure 17. Effet —dose de tanins condensés sur le dégainement larvaire du parasite Haemonchus
contortus
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Selon la figure 17, le TC de I’icaque est efficace a la concentration de 2,5mg/mL,
mais ne I’est plus a partir de 1,25mg/mL. Les TC du goyavier, du manguier et du raisinier
sont semblables, car ils sont efficaces a 2,5 et 1,25mg/mL, mais n’ont presque plus d’effet,
voire aucun effet a partir de 0,5 mg/mL. En revanche le TC du cajou lui est efficace

jusqu’a la concentration de 0,25mg/mL, mais n’a plus d’effet a 0,05mg/mL.

o Détermination de la CI50

CI150 (mg/ml)
2,5
2
1,5
1
A
05 cajou raisin goyave mangue icaque

Figure 18. Concentration Inhibitrices 50 (CI50) sur le dégainement des larves L3 d’Haemonchus
contortus pour les tanins condensés de 5 plantes

La figure 18 montre que le tanin de cajou est le plus efficace, ceux de raisinier,
goyavier et manguier sont équivalents et que le moins efficace est celui d’icaque. Ces

résultats confirment ceux obtenus concernant ’efficacité.

Dans la littérature, il a déja été montré que 1’efficacité¢ des TC peut varier d’une
plante a une autre.Cette variabilité est lié a trois catégories de facteurs: 1) a 1’hote, 2)aux
ressources botaniques exploitées et 3) aux parasites (I’espéce ou stades parasitaires),
(Quijada J, 2015).11 a également été prouvé que 1’efficacité des TC peut varier en fonction
de leur structure et de leur poids moléculaire (et du degré de polymeérisation) et de leur

conformation.

Pour pouvoir faire un anthelminthique a bases de ressources vegétales locales, il
faudrait donc poursuivre 1’étude en réalisant des tests in vivo afin de déterminer les doses

a administrer (la posologie).

SCIENCE & IMPACT
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IV. Conclusion — Perspectives

L’objectif de I’étude était d’évaluer I’effet anthelminthique de différents tanins

condensés sur le dégainement des larves L3 du parasite Haemonchus contortus.

L’étude a montré que les tanins des plantes testées avaient des effets différents, reflet de

leur nature et /ou structures diverses, compte tenu de leur complexité.

Il serait intéressant de compléter I’étude par une caractérisation fine de la structure des

tanins, afin d’expliquer les résultats obtenus.

Dans le but de produire des anthelminthiques a base des tanins condensés efficaces,
d’autres études doivent également étre menées afin de définir les doses exactes de tanins

condensés a administrer.
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Apnnort personnel du stace

Avoir pu effectuer mon stage au sein de 1’Unité de Recherche Zootechnique de
I’INRA Antilles-Guyane m’a permis de me familiariser avec le monde professionnel. J’ai
pu comprendre I’importance des études réalisées visant a I’amélioration des techniques
et surtout de réaliser a quel point le temps dont nous disposons pour les exécuter est
précieux. J’ai eu une vision plus professionnelle et moins théorique et beaucoup moins
scolaire des travaux pratiques en laboratoire. Pour travailler dans ce domaine, il faut

savoir étre dynamique, précis, concentré, adroit et faire le moins d’erreurs possible.

Encadrée par Mme CHEVRY MARIE-MAGDELEINE Carine et Mme SILOU-
ETIENNE Tatiana, j’ai appris de nouvelles techniques d’analyse et/ou de recherche
utilisées dans le domaine de la biochimie telles que les tests anthelminthiques, dans mon
cas le test LEIA (Larval Exsheatment Inhibition Assay ou Test d’inhibition du
dégainement larvaire). J’ai pu au cours de ce mois de stage participer a un réel projet de
recherche et ainsi avoir un esprit critique sur les travaux réalisés et les résultats obtenus
afin de pouvoir répondre de maniére concréte a une problématique. J’ai également
découvert les difficultés auxquelles les chercheurs font face et la maniere dont ils doivent

s’adapter en n’importe quelle situation.

Malgré la courte durée de ce stage, j’ai pu évacuer toute pensée négative envers
les laboratoires de recherche. En ayant un but précis, la motivation est bien plus forte. J’ai
trouvé tres intéressant de travailler sur de réels problémes.

Mes choix pour la suite de mes ¢tudes ont pu s’affiner grace a cette expérience tres

enrichissante et j’ai ainsi pu avoir un apercu des perspectives de ce type d’organisme.
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