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Liste des abréviations

Liste des abréviations

TC : Tanin condensé

HPLC : Chromatographie Liquide a Haute Pression
LDA : Test de Développement Larvaire

LEIA : Test d’Inhibition de Dégainement Larvaire
PBS :Phosphate Buffer Sample

PEG : Polyéthyléne Glycol

PVPP : Polyvinylpolypyrrolidone

PC : Procyanidine

PD : Prodelphinidine

H.contortus : Haemonchus contortus

Tr: Temps de rétention

SGI: Strongle gastro-intestinal

SEM: Standard Error of Mean
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Introduction

|- Introduction

1- Contexte général

La production ovine est en nette augmentadiams le monde entier (Verissimo et al.,
2012) . Néeanmoins, les nématodes parasites gasé&stinaux, aussi appelés strongles digestifs
ou strongles gastro-intestinaux (SGI) (tout patirementHaemonchus contortysont une
menace majeure pour la santé et le bien-étre tkv#ige des petits ruminants au paturage
(Azando et al., 2011). En effet, ces nématodes &didrigine d’'une baisse importante des
performances des élevages. De plus, dans les ©gégtampicales, les conditions
environnementales favorisent le développement desngles hématophages hautement
pathogenes commdaemonchus contortyMarie-Magdeleine et al., 2010).

Depuis plus de 50 ans, le principal traitement el marasites est basé sur I'utilisation
répétée d’'anthelminthiques chimiques. Cependarite adépendance aux vermifuges de
synthese se heurte a plusieurs limites. En efégtud une vingtaine d’années, un probleme de
résistance aux anthelminthiques chimiques dangdesilations de nématodes parasites du
monde entier est apparu (Hoste et al., 2012). Awusode ces derniéres années un usage excessif
et considérable de ces vermifuges (Moreno-Gonzala.e£2013), a conduit a I'apparition
croissante de souches de parasites résistantegmamiuges de synthése. Dans de nombreuses
régions du monde, il n'est plus rare de trouverad@ss et des caprins ou la résistance existe
vis-a-vis d'une (mono-résistant) voire plusieuraultirésistant) molécules, (Da Cruz et al.,
2010). Par ailleurs, l'inquiétude des consommatguesnt a la présence éventuelle de résidus
dans les produits alimentaires ou encore des capségs environnementales n’a de cesse
d’augmenter (Hoste et al., 2012) . Ainsi, I'apparnt le développement de ces résistances et
les différentes pressions des consommateurs amarsnposer la question sur une réduction
de l'utilisation de substances chimiques dansd&esede I'élevage et a inciter une recherche
active de solutions alternatives ou complémentairés chimiothérapie pour le contréle du

parasitisme gastro-intestinal (Hoste and Torressféec2011).

La phytothérapie, en particulier avec des extrdasplantes riches en métabolites
secondaires notamment en tanins condensés (TQE pr@éposée comme une alternative
durable pour le contréle des nématodes gastrotiméesx (Hoste et al., 2006). Le rdle des TC

dans de nombreux processus biologiques liés aeliffe stades de nématodes ont été confirmé
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par des études vitro (Hounzangbe-Adote et al., 2005). Les mécanismesepquels les TC
neutralisent les parasites peuvent varier, en immade la nature et de la composition des
différentes espéces fourrageres (Brunet et al 31200

L'utilisation possible des plantes a TC a été ¢ble plusieurs études. Les premiers
résultats obtenus en Nouvelle-Zélande ont suggéedajconsommation de plantes riches en
TC peut affecter la biologie des différentes espélmestrongles et que les TC pourraient étre
responsables de ces effets (Paolini et al., 200@gén et al.,, 2002). De plus, les études
expérimentalesn vivo utilisant des extraits de quebracho (une soure® tiche en tanins
condensés) ont confirmé les premiers résultatsnabtavec des plantes a tanins condenseés
(Athanasiadou et al., 2001). Par ailleurs, plusieplantes a TC possedent une activité
anthelminthiques (Brunet et al., 2008a; Marie-Magithe et al., 2010; Min et al., 2005) alors
gue d’autres n’ont pas d’activités anthelminthig(feemroy and Adlington, 2006).

L’objectif de cette étude est donc d’évaluewitro les effets inhibiteurs de tanins
condenseés issus de trois plantes différentesequnocessus de dégainement de la larve de
stade L3 (infestante) et sur le développement iianda parasitél.contortus afin d’étudier le
mode d’action de ces tanins sur le pardditontortus.

2- Synthese bibliographique
Parasite et hote

Parasitic Phase

hY

£ 2 e\ AR A
i A \aﬁ WO\ WU WO\
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Free-living Phase Q -
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............. H. Hoste et al. / Veterinary Parasitology 186
------------ < (2012) 18- 27, 2011

Figure 1. Cycle du parasite gastro-intestinal Haemonchus contortus
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La femelle localisée dans la caillette de I'anipahd quotidiennement 5 000 a 10 000
ceufs. Ceux-ci passent du tractus digestif au méidérieurvia les féces de I'h6te. Une fois
dans le milieu environnant et dans des conditignisrales de températures (24 a 29°C), des
larves dites au stade L1 sortent des ceufs. Quaixga@urs s’écoulent entre I'émission des ceufs
et ce stade. Prés de 24 a 48 heures apres I'appatit stade L1, une premiere mue a lieu et
les larves deviennent des larves L2. Les deux stagéniles se nourrissent exclusivement de
bactéries présentes dans le fumier. Deux a quatmes japrés, des larves infestantes L3
apparaissent suite a une nouvelle mue. Elles ntigrers le sommet des brins d’herbe et
attendent d’étre ingérées par les animaux. Cedapossedent une gaine protectrice qui,
premiérement, leur permet de survivre dans le miie deuxiemement, les protégera lors de
leur passage dans le tractus digestif. Dans I'tdteslles ne vivent que de leurs réserves
lipidiques. Une fois avalées, les larves L3 tramgitdans le tube digestif jusqu’a la caillette.
Pendant leur migration, elles perdent leur gaireeotrice et se logent dans la muqueuse.
L’accumulation des larves dans I'estomac modifigotassion partielle de GCet éléve la
température du milieu. Les modifications dans liemwnement digestif induisent le
développement, 48 heures apres, des larves L3regsld4 hématophages. Elles ont perdu
leurs gaines (processus de dégainement) mais guisame dent vestigiale perforante qui leur
permet d’atteindre la lumiere des capillaires samgde la muqueuse et de se nourrir. Au cours
des quatre a six jours suivants, la larve L4 éveluéarve juvénile au stade L5 et une semaine
apres, les adultes sexués apparaissent. Toudligglirs hématophages se nourrissent jusqu’a
0,05ml de sang par jour. Trois semaines s’écogleiné I'infestation de I'animal et I'apparition

des premiers ceufs dans les féces : période pratpdgendow, 2003).
Les anthelminthiques nématocides chimiques

Les nématocides actuels appartiennent actuelleensixt groupes chimiques principaux :
les benzimidazoles et probenzimidazoles, les derile I'imidazothiazole, les dérivés de la
pyrimidine, la pipérazine et ses sels, certaingmmoghosphorés et enfin les avermectines et
milbémycines. Ces deux derniers groupes sont appeldectocides car leur activité inclut les
parasites internes et externes. Mais, plus impbeiacore que leur classification chimique, leur
classification en fonction du mode d’action sur pesasites (C. Chartier et al., 2000). Ainsi

sont distingués :

- Le groupe 1 est constitué de benzimidazoles etgomnidazoles et se caractérise par

leur liaison sur la tubuline du parasite.

7|Page



Introduction

- Legroupe 2 rassemble le tétramisole, le [evamjsolgyrantel et le morantel, molécules
ayant I'habitude de se fixer sur les récepteurssyoaptiques entrainant une paralysie.

- Le groupe 3 est celui des endectocides (avermescthenilbémycines) qui ont pour
propriétés de stimuler la libération de I'acide gaamaminobutyrique, a l'origine du
blocage de l'influx nerveux moteur.

- Le groupe 4 est composé de nématocides a speatie (@ctif vis-a-vis des vers
hématophages tel.contortus c’est-a-dire nitroxynil, closantel, rafoxanidej agissent
comme découplant de la phosphorylation oxydativendaisant a I'épuisement

énergétique.

Alternatives aux anthelminthiques chimiques

Plusieurs alternatives aux anthelminthiques chiesgeontre les (SGI) ont été mises au point

et agissent différemment :

- Enéliminant les SGl installés dans I'animal :igétion raisonnée des anthelminthiques,
la phytothérapie.

- En stimulant la résistance et/ou la résilience 'Hété : la sélection génétique, la
vaccination, la supplémentation alimentaire ethgtpthérapie.

- En minimisant la contamination du paturage : leelbiologique, gestion des paturages,

utilisation raisonnée des anthelminthiques chimsagetda phytothérapie.

Ces différents moyens de luttes contre les SGllemts avantages mais aussi leurs

inconveénients. La phytothérapie faisant partiegraate de I'objet d’étude sera explicitée.
La phytothérapie

Les plantes ou leurs extraits, sont utibsgepuis des siecles en médecine vétérinaire aussi
bien en usage externe qu’en usage interne contsetypes de pathologie. En effet, les plantes
contiennent de nombreuses molécules organiquess téd#ls glucides, acides, lipides et
apparentés, substances peptidiques, saponosidakidés, polyphénols, terpenes, stéroides,
vitamines et minéraux. Ces métabolites sont nécessau fonctionnement de la plante et a sa
relation avec le milieu extérieur. Parmi eux, lestabolites secondaires : les saponosides, les
alcaloides, polyphénols, terpénes, stéroides, sacatminés non protéiques, glucosides
cyanogenes et autre hétérosides. Comme leur déatiamn’indique, ces composés ne sont

passensu strictandispensables aux fonctions principales de latpla
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Les métabolites secondaires sont assod&dé&fense de la plante contre les insectes, les-
micro-organismes y compris les bactéries, les cligmops et les virus, la défense contre
d’autres plantes en compétition pour les nutrimemts lumiére, la protection contre I'effet
néfaste des ultraviolets. Ils ont aussi un roleitomnel, en particulier ceux contenant de
'azote, au cours de la germination de la graine.ndmbreuses structures ont été faconnées
pour interagir avec de multiples cibles molécukaiee cellulaires, y compris les enzymes, les
récepteurs transmembranaires transporteurs, cpeguoiet donc une réponse spécifique a la
cible moléculaire. Parmi, ces métabolites secordaiun type de composés phénoliques

constitue I'objet d’étude de ce mémoire : les tamlus précisément les tanins condenseés.
Les tanins

Les tanins sont des composés polyphamedighydrosolubles de structure variée,
caractérisés par de propriétés astringentes irtegheexternes. La plupart des propriétés
biologiques des tanins sont liées a leur pouvoicataplexation avec les macromolécules, en
particulier les protéines. Certains possedent degrigtés antibactériennes, antifongiques et
hypoglycémiantes. Ce sont d’excellents antidiaghés, protecteurs veineux et sont également
hémostatiques, antioxydants et peuvent étre dabitiers enzymatiques (Bruneton, 1999).
Leur capacité de complexation avec des macromasédglles les protéines, I'amidon, les
fibres sont responsables de la plupart de leuisredbiologiques. Il existe deux types de tanins :
les tanins hydrolysables et les tanins condens€s. (TLes tanins hydrolysables sont des
polyesters d’'un sucre avec des molécules d’acidénqgis, certains ont un effet antimutagéne
mais sont toxiques vis-a-vis des ruminants (Pgd?dd4). Cette toxicité est due au fait qu'ils
peuvent étre dégradés en acides galliques et asstatilement dans le tube digestif. Les TC
appelés aussi proanthocyanidols sont des polynuerdéiavan-3-ol issus du métabolisme des
flavonoides avec une large gamme de variationststales en fonction
des unités monomeres flavan-3-ol et du degré denpoisation Fig.2) répartis en deux
groupes les procyanidines (PC) composés des caéschat de |'épicatéchine avec leur
homologue gallate et les prodelphinidines (PD) tiarés des gallocatéchines et des

épigallocatéchines avec leur homologues gallates.
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OH
o]
OH
G= CH
Number of

R1 R2 R3 OH groups FW
catechin OH H H 5 290,3
epicatechin H OH H 5 290,3
gallocatechin OH H OH (] 306,3
epigallocatechin H OH OH 6 306,3
catechin gallate G H H 8 4424
epicatechin gallate H G H 8 442 .4
gallocatechin gallate G H OH 9 458,4
epigallocatechin gallate H G OH 9 4584

Figure 2. Structure chimique des monomeéres de TC flavan-3-ols and flavan-3-ol gallates
En

outre, une consommation de concentration élevéeQi¢< 7% de matiére séche (MS)) est

associée un certain nombre d’effets néfastes surulminants tels la réduction de la prise

alimentaire, une interférence avec la morphologl&etivité protéolytique des microbes dans

le rumen. Cependant, une consommation de condensdtibles ou modérées de TC (> 6%

MS) ont eu des effets positifs sur les herbivores @xemple sur 'augmentation de la

croissance, de la production de lait et de laines(elet al., 2006; Min et al., 2003). En général,
les effets bénéfiques observés suite a la consamde tanins condensés sont principalement
dus a leur capacité de liaison aux protéines, cepuapiege les protéines alimentaires de la
dégradation dans le rumen et donc augmente lardlspt® de ces protéines dans le tractus
digestif inférieur (Hoste et al., 2006; Min et &003).

Choix des plantes

Chacune de ces plantes a été choisie pour divaisess telles leur distribution sur le territoire,
leur teneur en métabolites secondaires notammetainars et leurs propriétés médicinales.

Manihot esculent@Manioc)

Manihot esculenta(Francais : Manioc, Anglais
Cassava) appartient a la famille desphorbiaceae.
La culture de manioc dans le monde est d’envirdh &

millions de tonnes par années. Le manioc est®lgs

plante alimentaire derriére le mais, le blé eidelans

les pays en développement. Cette plante se cu hitp:/fr wikipedia.orgiwikiManio
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facilement par bouturage, résiste naturellemeats@étheresse et est capable de s’Taccommoder
a des fortes augmentations de température et desemimations en COatmosphérique
(Laurent, 2013). Cependant, toutes les partiesad@ldnte contiennent deux glucosides
cyanogenes (HCN), la linamarine et la lautostrakitent bien évidemment toxiques. En
fonction de leurs teneurs en glucosides cyanogéesnioc se déclinera en plusieurs variétés
classées selon leur toxicité, les moins toxigeesrit parties du type manioc doux et les plus
toxiques du type manioc amére. En fonction de se®tés, la plante pourrait contenir des
guantités variables d’acétone, d'acide oxaliquesaj®onine, de tryptophane. La feuille de
manioc contient de la quercétine libre, un flavdeoanti-hémorragique, anti-oxydant, anti-
inflammatoire, et veinotonique (TRAMIL, 1999) ; maussi de la vitamine C, des glucosides
flavoniques mais surtout des tanins condensés (Qiamy et al., 2005).

Leucaena Leucocephafdeucaena)

Leucaena Leucocephaétéconnue sous le nom aus®
d’ « arbre miracle » en raison de son succés dang
monde entier d au fait que c’est un arbre fourradeng g
terme et a grande valeur nutritif notamment
protéines, des fibres, de nombreux acides aminéese
tanins. Mise a part sa valeur fourrageére, il peuttir du .
bois, du bois de chauffage, étre utilisé comme asgrert, fournir de |- Beth Kinsey, 2014
'ombre et contréler I'érosion. De plus, cette gaest connue pour sa grande capacité a fixer
'azote ce qui lui permet de résister aux climaifficiles. Il est estimé que Leucaena
Leucocephalacouvre 2,5 millions d’hectares a travers le monteutefois, une meilleure
connaissance de ses contraintes nous apportesioe plus équilibrée de cette plante (Shelton
and Brewbaker, 1998). En effet, les feuillagesL@eicaenacontiennent un acide aminé
toxique : la mimosine qui peut atteindre jusqu'&dl@ans la matiére seche et 3-5% dans la
matiére séche des jeunes feuilles. Trés toxiqueslps non-ruminants, il est décomposé dans
le rumen des ruminants par la flore microbienne@mposants atoxiques. Par ailleurs, la feuille
deleucaenaest une source importante de tanins (10,15 msg)ld choix de celle-ci (Shelton
and Brewbaker, 1998).eucaena leucocephakst utilisée a des fins diverses en médecine et
en industrie pharmaceutique. En médecine tradiéibanil a été rapporté que la plante entiere
peut étre utilisée pour traiter des troubles ocetaéet de la blennorragie (Arbonnier, 2002).
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Cajanus cajar(Pois d’angole)

Cajanus cajanFrancais: Pois d’angole, Sanskrit: Adhalfes

Hindi: Arhar, Anglais: Pigeon pea, Bengali: Turpaptient
a la famille des-abaceaela culture du pois d’angole est |

grains en zone tropicale semi-aride (Pal et atL120A la :
fois culture vivriere et fourragere, le pois d’ateggoontient R .
une grande quantité de proteines et d'acides armmgartants tels la methionine g,y winkeiman, 2013

la lysine et le tryptophane.

Des recherches chimiques ont montré quallidele pois d’angole est riche en flavonoides
et stilbénes. lls contiennent également des sapsnime quantité remarquable de tanins et des

guantités modérées de sucres réducteurs, lességites terpenes (Pal et al., 2011).

En dehors de son utilisation folklorique, les étideientifiques modernes sur le pois

d’angole viennent confirmer différentes activitésldgiques et pharmacologiques.

- Une activité anti-microbienne (Zu et al., 2010)

- Une activité anti-bactérienne (Kong et al., 2010)

- Un effet hypocholestérolemique (Luo et al., 2008)
- Un effet anti-diabétique (Ezike et al., 2010)

- Des propriétés neuro-actives (Nicholson et al. (0201
- Une activité anti-oxydante (Wu et al., 2009)

- Une activité anti-cancéreuse (Luo et al., 2010)

- Une activité hépato-protectrice (Rizk et al., 2014)

- Une activité anthelminthique (Siddhartha et alQ20

Choix des testm vitro

Deux types de tesis vitro ont été réalisés : le premier évaluant le dévedopmt larvaire
du stade L1 a L3, en effet, les TC étant trés pgestibles, ils se retrouvent dans les féces et
donc pourraient empécher le développement dessldrtel2 vers le stade infestant L3,
réduisant ainsi la pression parasitaire au paturiegeecond, évaluant le dégainement des larves
L3. En effet, les larves de troisieme stade (L3syunit infestantes) qui sont responsables de la

rapide infestation de I'héte, subissent des chaegésnfonctionnels et structurels induits par
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les TC (Hoste et al., 2012). Le succes de lintemtade I'néte par les L3 dépend de deux
processus successifs :

- Dégainement : Sur les paturages, les larves imfestasont enfermées dans une gaine,
qui leur assure une résistance aux conditionsiextés changeantes essentiellement le
froid, la chaleur et la dessiccation. Aprés ingestpar le mouton ou la chevre, le
dégainement larvaire est le premier stade d’'invaslez I'h6te. Ce procédé permet la
transition entre I'extérieur et les phases intemhegycle de vie (Fig. 1). Il se produit
dans l'organe digestif précédant celui habité parvers adultes, c'est-a-dire dans le
rumen, dans la caillette pour les petites espétedzberg et al., 2002). Ce phénomene
de dégainement est contrdlé par un facteur templorat, doit se produire dans les
guelques heures suivant l'ingestion de larves.rGiecsucces de l'infestation des larves

est gravement compromis (DeRosa et al., 2005; blemgzet al., 2002)

La pénétration des larves dans la muqueuse digesfiprés dégainement, les larves migrent
a l'organe habité par les vers adultes. lls pénetders la muqueuse digestive avant la mue

pour devenir la larve L4 (larve stade 4) (voir Fig.
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I- Matériels et méthodes

Matériels

1- Matériel Biologique

Afin d’obtenir le matériel biologique nécessairexassaisn vitro, 6 moutons de race
Martinik, de phénotype Black Belly ont été infesegérimentalement par 3 souches du

parasiteH.contortus a raison de 2 animaux par souche.
Les trois souches d¢.contortusutilisées sont :

- Souche non-résistante aux anthelminthiques chiesicou souche « sensible », en

provenance de I'INRA Antilles-Guyane site de Gardel

- Souche mono-résistante aux anthelminthiques chies. Cette souche est résistante

aux benzimidazoles, en provenance d’'un élevagetis puminants de Guadeloupe.

- Souche multi-résistante aux anthelminthiques ajues. Cette souche est résistante aux
avermectines et aux benzimidazoles et provient ddlevage de petits ruminants de

Guadeloupe.

Chacun des moutons a reger os 10 000 larves infestantes L3, sous forme deensspn

dans l'eau.

Les feces des animaux ont été recueillies 21 jpastinfestation. Une partie est mise en culture
afin de produire les larves de stade L3 (coprocg)tlWne autre partie des feces est traitée afin

d’en extraire les ceufs.
2- Matériels végetales : Tanins condensés

Les TC purs utilisés pour les testsvitro ont été préparés par le laboratoire de 'URZ, a
partir des 3 plantes : feuilles de manioc, feudkleucaenaet feuilles de pois d’angole
préalablement lyophilisées. La poudre de plantel@sigmentée puis extraite a I'acétone 70%
dans I'acide ascorbique. L’extrait brut est ensuiteifié sur gel de Sephadex LH20 afin
d’obtenir les TC.
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Meéthodes

1- Tests Anthelminthiques in vitro

1.1- Test de développement larvaire (Larval developmeasay, LDA)

Le Test de développement larvaire a pour objeetifedter I'efficacité de tanins
condenseés purifiés, a inhiber le développemendigr du stade L1 au stade infestant L3, sur

des souches H'.contortusde résistance différente

Le test utilisé est unmodification (Assis et al., 2003) de la techniqeéerite par
(Hubert and Kerboeuf, 1992)

Les ceufs sont extraits aprés broyage des fecefésedts tamisages successifs (tamis
de 500, 250, 125, 63 et 32um) puis centrifugés @eindix minutes a 2000 tours/min. Le
surnageant est éliminé et une solution de NaCt&akel densité 1,2 est rajoutée. L'ensemble
est a nouveau centrifugé durant 15 minutes a 3@0@/min. Un anneau d’'ceufs se forme en
surface et est ensuite récupéré sur un tamis da 2jis rincer abondamment a I'eau distillée
puis stérile. La suspension d’ceufs est distribades dles boites de 24 puits a raison de 0,5 mL
de solution d’'ceufs a 400 ceufs / mL par puits. Lenmépération est répétée pour les trois
souches. Ces ceufs sont mis en culture a tempéeatuniante pendant 48h qui est le temps
nécessaires a I'éclosion des ceufs. A 24h de cuB0Oge de milieu nutritif, Earle est rajouté
dans chaque puits et a 48h de mis en culture, 48tirajouté (pour une boite de 24 puits :
0,01g d’extrait de levure, 1,5 mL d’eau stérild, OmL solution Earle stabilisé apH: 7,2 a
I'aide d’'une solution de soude NaHE®@ 50 g/L). 0,5 mL de TC dissout dans du PBS aux
concentrations 5, 2.5, 1, 0.5, 0.1 mg/mL, 0,5 mlt&teoins positifs albendazole et
ivermectine (dilué dans du DMSO 3% puis dans du P&8 obtenir au final une
concentration de 10 mg/mL) et 0,5 mL de PBS qustitrera notre témoin négatif sont
ajoutées aux puits. Cinq répétitions ont été exéasupour chaque dose de TC et pour chaque

contr6le positif. Huit répétitions pour le contr@légatif PBS.

Les concentrations finales testées en TC sonulgarges : 2.5, 1.25, 0.5, 0.25 et 0.05
mg/mL ; des témoins positifs albendazole et ivetinecsont de 5 mg/mL. Les larves ont été
incubées pendant huit jours a température ambf{abteC), afin de permettre le
développement des larves de la premiere phase(laliroisieme phase (L3). Par la suite,

20ul de solution de Lugol iodine ont été ajoutébaque puits et le nombre de larves a été
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dénombreé en utilisant un microscope grossissengher distinguant les larves infestantes
L3 des larves L1-L2. Le pourcentage de développémeéte calculé comme suit : nombre de
nombre de larves L3 par puits / total L1-L2-L3.

1.2- Test de dégainement (Larval Exsheathment Assay)

Le test de dégainement a pour objectif de testet des TC sur le dégainement des
larves L3 deHaemonchus contortus.

Les larves L3 ont été récupérées par coproculb@®mémes lots agés de 2-4 mois

ont été utilisés pour tous les tests de dégainement
Le test est une modification de la technique déqdér (Bahuaud et al., 2006)

Mise au point du test de dégainement

Cette étape aura pour but de définir la conceptrate solution hypochlorite la plus
adéquate a utiliser pour le test. La concentratmsolution hypochlorite devra permettre un
dégainement total des larves (100%) a T50 minu6sfiinutes. Cette mise au point sera

reconduite pour chague soucheHtlemonchus contortus.

Une solution larvaire a 2000 L3/mL a été soumipicessus artificiel de
dégainement par mise en contact avec une soluédta! 16,6% et d’eau de Javel a 2,6 de
Chlore Actif dilué aux concentrations 1/40, 1/50, 1/70. Pour ce faire, distribuer 750 pL
de chaque dose dans un tube cristal bien idepiifi€ ajouter sous agitation 750 puL de
solution larvaire a 2000 larves L3/mL. Dans le dartube, ajouter 750 pL de PBS et 750 uL
de solution larvaire a 2000 L3/mL.

Prélever toutes les 10 min durant 60 min (ayantroemoint de départ Omin), 200 pL
dans chaque tube cristal aprés avoir homogénégsésigension. Les transférer dans un tube
Eppendorf de 1,5 ml identifié, dans lequel 20 i@lLdgol concentré aura été préalablement

distribué.

Test de dégainement

2000 L3 gainés ont d'abord été incubés pendarit empérature ambiante avec chacun
des TC aux concentrations de 2.5 mg/ml, 1.25 mdralmg/ml, 0.25 mg/ml, 0,05 mg/ml
dans une solution tampon phosphate (PBS ; phospliatd, NaCl 0,05 M). L'utilisation de
PBS visant a éviter les interférences avec un atiatspécifique d0 au changement de pH.

Apres incubation, les larves sont lavées en cegetnt trois fois dans du PBS. Ensuite, les
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larves ont été soumises au processus artificidedainement par mise en contact avec une
solution de NaCl 16,6% et d’eau de Javel a 2,6lder€ Actif dilué a la concentration défini
lors de la mise au point. La cinétique de dégaimgrest mesurée sous observation
microscopique a un grossissement de 40, en prélewmates les dix minutes, jusqu’a 60
minutes, 200 ul dans un tube Eppendorf de 1,5 md tquel 20l de Lugol a été distribuée
préalablement. Pour chaque dose d’un méme tanoieose, six répétitions ont été exécutées.
En plus des TC testés, un contréle négatif (L3 dRBS) a été exécuté en paralléle.

2- Analyse Chromatographie Liquide a Haute pressidaL(E)

Afin de réaliser une étude comparative des TC gbaimt de vue qualitatif, une analyse

HPLC avec étalon interne a été réalisée.

Les TC purifiés sont passés sous chaine HPLC,lesu®nditions suivantes :
- Concentration : Img/mL (TC)

- Concentration étalon acide benzoique 0.2mg/mL

- Phase mobile : 70% eau, 28% Acétonitrile, 2%daeicétique

- Phase stationnaire : phase inverse

Les profils obtenus sont comparés selon 2 critdielag absorbance maximalgax et la
différenceA TR de temps de rétention par rapport a I'étalderire, calculée pour chaque

composeé retenu, selon la formule:
A TR = TR acide benzoique - TR Composé

Les composés montrant une mémex (arrondie a la dizaine supérieure) et un mAMEK

(au dixieme pres) seront considérés comme potlamieht identiques.
3- Analyses Statistiques

Les données des tests de dégainement et LDA oabhalgsées en utilisant Graphpad Prism
6 software : Une analyse de variance (ANOVA) aéafisée et les comparaisons des moyennes
est faite en utilisant la méthode de Bonferroni. d@se requise pour inhiber a 50% le

dégainement des larves et inhiber a 50% le dépelopnt larvaire (IC 50) a été calculée.
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lII- Reésultats

1- Tests anthelminthiques vitro

Test de développement larvaire (LDA)

Les tests LDA ont posés de nombreux problémestdstés sont considérés comme bons
guand les témoins négatifs PBS ont une valeur appative du développement larvaire autour
de 80-100%. Il a été constaté que les boites dereldtaient infestées de champignons ce qui
empéchait le développement larvaire. Quand les &atent soumis aux champignons, aucun
développement larvaire n’était observé pour tosiplets, notamment pour les témoins négatifs
PBS qui normalement devraient montrer un dévelogpemes larves L1 en L3 ce qui devrait
attester le bon fonctionnement du test. De ce Ifsttests concernant I'effet Ti€ucaenasur
la souche mono-résistante, le TC de pois d’angaliéassouche multi-résistante et le témoin
positif ivermectine sur la souche multi-résistantent pas fonctionnés malgré toutes les
précautions prises pour limiter les contaminatiererieures et le fait que ces tests ont été
refaits deux fois. Les résultats du test LDA somitspntés dans les tableaux 1, 2 et 3, et les
figures 3, 4 et 5.

Ivermectine 0,3498 (+0,1743) > 0,9999 - < 0,0001
Albendazole 2,599(+0,4749) - > 0,9999 < 0,0001
PBS 81,54(+1,870) <0,0001 < 0,0001 -

Manioc 13,35 (£7,974) 0,1822 0,034 < 0,0001
Leucaena 11,93 (19,685) 0,1913 0,0359 < 0,0001
Pois d'angole 3,787 (+3,787) > 0,9999 > 0,9999 < 0,0001

Tableau 1 : Effet des tanins condensés sur le développement larvaire de la souche non-résistante
comparés au témoin négatif PBS et aux témoins positifs albendazole et ivermectine.

Ivermectine 0 0,0028 = < 0,0001
Albendazole 22,64(+6,398) - 0,004 < 0,0001
PBS 82,90(+2,708) < 0,0001 < 0,0001 =
Manioc 10,55(+9,926) 0,035 > 0,9999 < 0,0001
Leucaena X X X X
Pois d'angole 5,755 (+2,787) 0,0009 > 0,9999 < 0,0001

Tableau 2 : Effet des tanins condensés sur le développement larvaire de la souche mono-résistante
comparés au témoin négatif PBS et aux témoins positifs albendazole et ivermectine
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Ivermectine X X - X
Albendazole 26,42() 3,856 - X < 0,0001
PBS 85,58 () 1,779 < 0,0001 X -
Manioc 10,73 (%) 9,375 0,0011 X < 0,0001
Leucaena 13,06 () 11,60 0,0073 X < 0,0001
Pois d'angole  x X X X

Tableau 3 : Effet des tanins condensés sur le développement larvaire de la souche multi-résistante
comparés au témoin négatif PBS et aux témoins positifs albendazole et ivermectine.

Le taux moyen de développement larvaire pour leotémégatif PBS est de 81,54%
(x1,870) pour la souche non-résistante, 82,90%7@8) pour la souche mono-résistante et de
85,58% (£1,779) pour la souche multi-résistarabl@auxl, 2 et 3). Les témoins positifs des
trois souches sont significativement différents téesoins négatifs PB® (< 0,0001). De plus,
la comparaison des % de développement larvairedesns positifs albendazole montre une
différence significative entre les souches résistaat la souche non résistarie=(0,0015 pour
la souche monorésistanteRek 0,0001 pour la souche multi-résistante), et aedifierence

significative entre les témoins positifs albendazBl> 0,9999).

La résistance des souchasvitro reste cependant modérée pour les souches multi et

mono résistantes évaluées (respectivement 26%9ed23développement observeé).

80+: . .
: -+ [eucaena multi-résistant

-~ [eucaena non-résistant

60-

% de développement larvaire

40:
20
0 T . T 4. 1
. 1 2 : 3
204 Dose (mg/ml) :

Figure 3. Effet des différentes doses de tanins condensés de leucaena sur le développement larvaire
de différentes souches de H.contortus. Chaque point représente la moyenne (+ S.E.M) de 5 répétitions
par dose pour les deux souches.

Le TC leucaenamontre un effet significatif par rapport au témaiggatif PBS

(P<0,0001) quelle que soit la souchdddtontortus(tableaux 1, 2 et 3). Aucune différence
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significative n’est observée entre souched.dontortus(P = 0,6709). Un effet dose tres
significatif (Fig.3) est observd’(< 0,0001). Le TC déeucaenaa un effet significativement
différent de I'albendazole pour la souche multiséste P = 0,05), tandis qu'il N’y a pas de
différence significative avec I'albendazole sur $puche non-résistante. Concernant
I'ivermectine, une différence significative est ebse avec le TC deucaengpour la souche

non-résistante.

804:
: -+ Manioc non-résistant
-~ Manioc mono-résistant

- Manioc multi-résistant

% de développement larvaire

0 1 2 3
Dose (mg/ml)

Figure 4. Effet des différentes doses de tanins condensés de manioc sur différentes souche de
H.contortus. Chaque point représente la moyenne (+ S.E.M) de 5 répétitions par dose pour les trois
souches.

Le TC manioc montre un effet significatif par rappau témoin négatif PBIP(<
0,0001) quelle que soit la souchéidtontortus(tableaux 1, 2 et 3). Un effet dose significatif
(Fig.4) est observéP(< 0,0001), et pas de différence significative estrechesK = 0,5484).

Le TC de manioc a un effet significativement diéiér de celui de I'albendazole sur les deux
souches résistantes testéBs=( 0,05), alors qu’il n'est pas significativemenfféient de
I'albendazole sur la souche non résistaRte 0,05). Concernant I'ivermectine, (tableaux 1 et
2), aucune différence significative n’est obseragec les TC de manioc pour la souche mono-
résistante® > 0,9999), alors qu’une différence significative esservée pour la souche non-
résistante = 0,05).
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80+: . .
: -+ Pois d'angole mono-résistant

60d: -o- Pois d'angole non-résistant
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Figure 5. Effet des différentes doses de tanins condensés de pois d’angole sur différentes souches de
H.contortus. Chaque point représente la moyenne (+ S.E.M) de 5 répétitions par dose pour les deux
souches.

Le TC pois d’angole montre un effet significatifrpapport au témoin négatif PBB (
< 0,0001) quelle que soit la souchéldtontortus(tableaux 1, 2 et 3). Un effet dose (Fig.5)
est observéR = 0,0046), et aucune différence significative n@stervée entre les souches
(P=0,5162). Le TC de pois d’angole a un effet sigativement différent sur la souche
mono résistantd(< 0,0001), alors qu’il n'y a pas de différence aVvalbendazole sur la
souche non résistante ¢ 0,9999). Concernant I'ivermectine, (tableaux 2)etaucune
différence significative n’est observée avec lesde(pois d’angole pour la souche mono-

résistante, tandis qu’une différence significatee observée sur la souche non résistante.

L’analyse de variance montre donc un effet dogexdant des TC pour la gamme de
concentrations testéeB € 0,0001). La concentration inhibitrice de 50 %déeeloppement
larvaire (IC 50) calculée ne différe pas entre sescElle est de 51,11 pg/ml pour les TC de
manioc et de leucaenB € 0,1357), et de 9,760 pg/mL pour les TC de p@egble.

En réesumé, les effets des TC sur le développenaewndite dH.contortussont trés
significatifs ° < 0,0001). Le TC de pois d’angole est celui morittameilleure efficacité (en
moyenne 95%), avec un effet significativement défé de celui des TC de manioc et de
leucaena (respectivement en moyenne 87% et 87|bgt¢sente I'lC50 le plus élevé. Il n’'y a
pas de différence significative d’efficacité surdéveloppement larvaire entre les TC de
leucaena et de manide ¢ 0,9999). Globalement (tableaux 1, 2 et 3) les®f plus efficaces
gue l'albendazole sur les souches résistankes= (0,005), alors qu’aucune différence
significative avec le ttmoin albendazole n’est ob&e sur la souche non résistaite(0,005).

Les TC de manioc et de leucaena ont un effet sigmivement plus faible que celui de
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l'ivermectine sur la souche non résistante, aloms Iigffet est non significativement différent
de celui des TC de manioc et de pois d'angole pa@wouche mono-résistante (données

manguantes pour la souche multi-résistante)
Test de dégainement larvaire (LEA)

Les résultats du test de dégainement sont préssauntéss figures 6, 7 et 8.

Il a été observé que 100% des larkesontortustémoins étaient dégainées au bout de
50-60 minutes apres avoir été mises en contactlavamution hypochlorée (figure 6, 7 et 8).
L’'analyse de variance générale montre un effet tplatépendantR < 0,0001), souche
dépendantR < 0,0001) et un effet dose dépenddht (0,0001) pour la gamme de doses testées
(voir figure 6, 7 et 8). Les TC de leucaena n'‘ondbntné aucun effet significatif sur le
dégainement des larvestdaemonchus contortysour les trois souches comparées au témoin
PBS P > 0,9999) pour toute la gamme de doses testéigso).

Comparés au témoin PBS, les TC de pois d’angolenontré un effet significatifif <
0,0001) sur la souche non-résistante (figure 7)efflst dose est observé comme le montre les
figure 7 et 8 sur les souches résistantes. En, éffetTC de pois d’angole testées aux doses
inférieurs a 1,25 mg/mL ne montrent aucun effetiicatif (P > 0,9999) (Fig.7). Néanmoins,
un retard sur le dégainement de larves non-résesta la dose de 1,25 mg/mL a été observe
(90,893% + 1,678 de dégainement a 60 minutésy 0,0120) alors qu'a cette méme dose,
aucun effet significatif® > 0,9999) n’est observé pour les souches monau#t résistantes
(99,483% + 0,1696 et 99,725% * 0,174 de dégainémat ailleurs, les TC de pois d’angole
a une dose de 2,5 mg/mL ont un effet inhibiteursgt@tale (25,48833% +4,328471 de
dégainement a 60 minutes$) € 0,0001) sur la souche non-résistante aux anth#liques
chimiques alors gu’a cette méme dose pour leshesu@sistantes a ces anthelminthiques, les
TC de pois d’angole ont un effet significatif sardouche mono-résistante (84,22% + 0,799 de
dégainement a 60 minute$) € 0,0001) mais bien moins significatif que sur leeses non-
résistantes et aucun effet significatif sur la $mucmulti- résistante (97,50% + 1,041 de
dégainement a 60 minutesP § 0,9999). Cet effet dose brutal, n’a pas permeialculer

I'IC50 des TC de pois d’angole & min.
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Figure 6. Effet de 3h d’incubation de trois souches de L3 H.contortus avec plusieurs doses de tanins
condensés de Leucaena et un témoin négatif sur le processus de dégainement artificiel in vitro pour
chaque souche. Chaque point représente la moyenne (+ S.E.M) de 6 répétitions par dose pour les trois

souches.
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Figure 7. Effet de 3h d’incubation de trois souches de L3 H.contortus avec plusieurs doses de tanins
condensés de Pois d’angole et un témoin négatif sur le processus de dégainement artificiel in vitro pour
chaque souche. Chaque point représente la moyenne (x S.E.M) de 6 répétitions par dose pour les trois

souches.
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Figure 8. Effet de 3h d’incubation de trois souches de L3 H.contortus avec plusieurs doses de tanins
condensés de Manioc Doux et un témoin négatif sur le processus de dégainement artificiel in vitro pour
chaque souche. Chaque point représente la moyenne (+ S.E.M) de 6 répétitions par dose pour les trois

souches.
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Les TC de manioc ont montré un effet significatif & dégainement larvaire (Fig.8)
pour les trois souche#® (< 0,0001), comparées au témoin PBS. Il n'y a mglifférence
significative entre les souchd® ¥ 0,9999). Un effet dose significatP & 0,0001) est observé

a partir de la dose 1,25 mg/ml.

Par ailleurs, deux doses de TC de manioc de la gatestée 2,5 et 1,25 mg/ml, les plus
fortes ont eu un effet trés significatif sur le dégment des larvds.contortus(Fig.8). Une
inhibition du dégainement presque totale est olésersur les larves des souches mono-
résistantes ayant été mise en contact avec leseTdadioc a une dose de 1,25 mg/mL, avec
29,425% (+4,256) de dégainement et multi-résistaavec 25,335% (+2,320) de dégainement
ce qui représente un effet trés significalf< 0,0001) alors qu’'a cette méme dose pour la
souche non-résistante une inhibition totale esstawée (0% de dégainemerR) 0,0001). De
plus, concernant la dose de TC de manioc tesy@addorte (2,5 mg/mL), une inhibition totale

pour les trois souches est constatée (0% de déganigf < 0,0001).

Figure 9. Régression non-linéaire du pourcentage de dégainement des larves

Ec 50 Manioc
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3 . i \-.
\O 0 /0 L] L] LLL
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log[Dose], mg/mL

selon leur souche en fonction du logarithme des doses testées de TC de Manioc.

La concentration inhibitrice de 50 % de dégainenfemgire (IC 50) calculée a 60 min,
(correspondant au maximum de dégainement du téR®8), montre qu’aucune différence
significative n’est observée entre les différers@gches® = 0,8799), avec une valeur de
1,098 mg/mL (Fig.9).
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En résumé, les TC deucaenan’ont aucun effet significatif sur le dégainemdas
larves, les TC de pois d’angole ont un effet sigatff sur la souche non-résistante aux
anthelminthiques chimiques et cet effet a une tecela diminuer voir a disparaitre
totalement sur les souches résistantes a un oietasanthelminthiques chimiques. Les TC
de manioc sont les plus efficaces et montrent fet g€s significatif sur le dégainement

larvaire par rapport aux autres TC.

2- Chromatographie Liquide a Haute pression (HPLC)

mAU TC K Manioc AL00193+Ac Benz 20%.DATA [Prostar 335 Absorbance Analog Channel 1 EL05089044 1

Figure 10. Chromatogramme TC Manioc

85
80
75
70
65
60
55
50
45
40
35

mAU TC Leucaena AL00201+Ac Benz 20%.DATA [Prostar 335 Absorbance Analog Channel 1 EL05089044 ]

Figure 11. Chromatogramme TC leucaena
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TC Pois d’Angole ALO0205+Ac Benz 20%.DATA [Prostar 335 Absorbance Analog Channel 1 EL05089044 1

Figure 12. Chromatogramme TC Pois d’angole

Acide
benzoique

7,64

Temps de rétentigrmax A Tr = Tr acide benzoique - gl

Plante (Tr) (nm) Composé

Composé 1 3,19 231 4.61

Composé 2 |3,55 232 4,25
Manioc Composeé 3 4,39 231 3,41

Acide

benzoique 7,8 232 0

Composé 1 2,81 231 4,79

Composé 2 | 3,36 231 4,24
Leucena

Composé 6 5,29 254 2,31

Acide

benzoique 7,6 232 0

Composé 1 |3,43 231 4,21
d'angole

232

:] Composé commun aux trois TC

- Composé commun aux TC de leucaena et de pois d’angole

Figure 11. Tableau récapitulatif des résultats HPLC

I:] Composé commun aux TC de leucaena et de manioc
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L’analyse qualitative par HPLC montre que les cosgsmnt une absorbance maximum
comprise dans l'intervalle 210 a 270 nm. L'étaloteine acide benzoique a un temps de
rétention moyen de 7,7 min et une absorbance mamidei232 nm. .

Les valeurs de\ Tr et deskmax(Fig. 11) montrent a priori que :
Les trois plantes ont un composé communTg¢= 4,2 Ama= 230 nm).

Le Leucaena et le Pois d’angole ont deux compasée®mmun (respectivement composés 4
et 3,A Tr=3,5: Ama= 230 nm ; et composés 3 et2Tr= 3,9 Amax= 210 nm)

Le Leucaena et le Manioc ont un composé en comnespéctivement composeés 5 enr
= 3,1; Amax= 260 nm
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IV - Discussion

L’objectif général de cette étude était d’étudrewritro I'activité anthelminthique des TC
de trois plantes d’intérét décrite précédemmentdstérents stades de développement (stade
L1 et stade infestant L3) de trois souches du gardscontortus,afin de mieux comprendre

leur mode d’action.

Le type de testm vitro sont tellement variés qu'’il peut étre encore disalé la nature du
test a réaliser. Le choix s’est porté sur un tegliqué pour la détection de résistance aux
anthelminthiques chimiques (Hubert and Kerboeuf92)9concernant le développement
larvaire stade L1 a L3 ainsi qu'un autre évaluandégainement des larves au stade L3 . Ces
tests sont assez pertinents car ils sont une ri&féren parasitologie et d’autre part visent des

mécanismes clés de la vie du parasite.

La plupart des étudem vitro utilisait des extraits de plantes riches en maéiimso
secondaires sur divers stades de développemenbut'd’inhibiteurs de tanins tels que le
polyéthyléne glycol (PEG) ou de la polyvinylpolypglidone (PVPP) restaurent partiellement
(Azando et al., 2011) ou totalement (Bahuaud.eR8D6) vers les valeurs de contrdle. Cela a
donc conduit a la conclusion que les flavonoides eet particulier les tanins eétaient
principalement responsables de l'activité anthdimdgoes des plantes mais qu’outre les TC,
d’autres classes de composés peuvent aussi aveffatranthelminthique. En utilisant les TC

purifiés directement, il est donc certain que at# observée leur est attribuée.

Par ailleurs, la gamme de doses testées a étéactieisorte qu’elle se situe dans l'intervalle
de doses utilisées dans la bibliographie tout ant&n deca des doses utilisées pour les essais
in vivo, étant elles-mémes déja non-toxiques pour les ammEn effet, une relation dose-
dépendante entre l'efficacité anthelminthique &t ¢@ncentrations d’extraits de TC a été
confirmée notamment par les deux tests réalisdsnet |a littérature (Barrau et al., 2005; Molan
et al., 2003; Paolini et al., 2004).

Les TC des trois plantes testées ont montré ureftet inhibiteur sur le développement
larvaire dH.contortus Une autre étude (Athanasiadou et al., 2001) atr@aue les TC de
guebracho n'ont pas d’effet sur le développemestlaees ddH.contortus(Athanasiadou et

al., 2001). Concernant le dégainement des laress[C des trois plantes ont un effet différent
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et cela sur les trois souchesHlieontortus.Ces éléments viennent donc confirmer que les TC
des plantes sont complexes, et peuvent donc canduies effets variables. Les TC forment un
large groupe de composés ayant une grande congpkbdiiversité chimique. En effet, les TC
sont composeés d’'isomeres ayant une polarité smmifagis possédant des structure chimiques
différentes (Marie-Magdeleine et al., 2010). Ce&eaconfirmé par nos analyses préliminaires
HPLC, qui ont montré que les s TC de manioc, lengaet pois d’'angole étaient de
compositions différentes, mais trés proches erctstrel (pics rapprochés). De plus, cette
analyse a montré que TC de manioc, leucaena etdmgole contiennent des composes
communs et spécifiques. Des études ont comparétivitdc anthelminthique

de différents monomeres (flavane-3-ols) qui sontieités de bases constituants les différentes
classes de TC. La majorité des résultats obternudiwers essais biologiqués vitro (Brunet

and Hoste, 2006; Brunet et al., 2008a; Molan et28l03) a abouti a des hypotheses quant au

lien entre effet et structure chimique des monosiere

- Les monomeéres de prodelphidines (PD) avaient gkaméeat une plus grande activité
anthelminthiques que les monomeres des procyasidi@) (Molan et al., 2003).

- Le nombre de groupe libre OH (hydroxyle) semble facteur-clé de la structure
biochimique liée a I'activité anthelminthique desposés de flavan-3-ol peut favoriser

des liaisons hydrogene avec les protéines de tas/@runet and Hoste, 2006).

De méme, les monomeéres de flavan-3-ol, qui sontdestituants monomeériques de PD ont
une plus grande activité anthelminthique par rap@arx monomeres de PC dans le
développement des larves, I'éclosion des ceufs (Matlal., 2003) et de dégainement des larves
(Brunet and Hoste, 2006) . Par ailleurs, la gatitigh des flavane-3-ols a souvent été associées
a une plus grande activité contre les nématodasm@@rand Hoste, 2006; Molan et al., 2003).
Ceci pourrait expliguer les différences d’efficésitdes TC de manioc, de leucaena et de pois
d’angole en ce qui concerne le dégainement larvia@® TC de manioc qui ont montré un effet
inhibiteur tres significatif sur le dégainement d@ves pourraient étre ainsi constitués d’'une
plus grande quantité de monomeres de PD gallatetequrC de pois d’angole et de leucaena.
Les composés communs aux 3 plantes, retrouvés k@ Hburraient étre responsables de cette
activité sur le développement larvaire. Des expiona plus poussées en termes quantitatifs
(composition en PD) et qualitatif (taille des poBmes) devraient permettre d’expliquer I'effet
spécifique sur le dégainement et les différencesvamux d'efficacité. Les expériences futures
auront besoin d'étudier séparément les contribsitietatives de la taille des polymeres et la

teneur en PD.
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Les TC affectent directement la biologie du paeasdtamment des altérations du corps
externe, avec dissociations entre la cuticule lgfpbderme sous-jacents, et des signes de
dégénérescence et / ou la mort de hypodermiquéiyleseimusculaires et intestinaux et
indirectement la biologie du nématode en amélidardponse immunitaire de I'hnéte (Hoste et
al., 2012). Par ailleurs, le fait que les trois & un effet significatif sur le développement
larvaire et que leur effet different sur le dégaieat des larves L3 infestantes signifie que
certains composés des TC ne sont pas capable dwmager ou de traverser la cuticule des
L3. En outre, quand une souche est résistanteséeplks types d’anthelminthiques chimiques,
une légeére résistance aux effets des TC est oleseordme le décrit nos résultats des tests de
dégainement concernant le TC de pois d’angole etatdoc notamment la dose 1,25 mg/mL
gui montre une inhibition partielle en ce qui cameeles souches résistante et une inhibition
totale en ce qui concerne la souche non-résistamxtanthelminthiques chimiques. L’hypothése
peut étre avancée que les TC ont des cibles consrauxeanthelminthiques chimiques comme
la tubuline des parasites, cible des benzimidazolssmuler la libération de I'acide gamma-
aminobutyrique, a l'origine du blocage de l'inflmerveux moteur, cible des avermectines. I
est connu que le processus de dégainement larésinie de I'action de certaines enzymes, y
compris les protéases et les protéines larvaila daine (Gamble et al., 1989). L'étude de la
composition biochimique de la gaine des nématodeis &n exergue le fait que les collagénes
comme les protéines et les protéines non collagememe (cuticline), possedent une teneur
elevée a la fois en proline et en hydroxyprolineu(i®t and Hoste, 2006). De plus, des
variations d'affinités des différentes unités dedin-3-ols ont recemment été soulignées a l'aide
de poly (L-proline). Il a été observé que les flaaols gallates ont une plus grande affinité
avec les poly (L-proline) (Poncet-Legrand et @Q2) donc avec la gaine des nématodes riches
en proline et en hydroxyproline. Il serait intéees#sde compléter cette étude en observant
I'effet sur une autre espece de nématod€&riehostrongylus colubriformisar des différences
concernant le dégainement larvaire entieontortus et ce dernier ont été observées.
L’hypothese a été émise que les différences deingant larvaire des deux especes peuvent
s’expliquer au niveau moléculaire par les diffeesdans la susceptibilité aux monomeéres de
TC entreH.contortuset T.colubriformisqui pourraient résulter des différences spécifgians
la composition de la gaine et/ou des enzymes daigE&ment de chaque espéces (Brunet and
Hoste, 2006).

En résumé, les propriétés anthelminthiques desel€ont plus a démontrer, cependant,

la structure chimique des TC notamment le pourgentke PD, la galloylation, le nombre de
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groupe hydroxyle et la taille des polymeéeres dequtdifferent d’'une plante a I'autre expliquent

les différences constatées concernant I'activitelminthique des TC. Une |égeére résistance
aux TC apparait pour les souches de plus en phistagtes aux anthelminthigues chimiques.
Ce résultat laisse a penser que certains condstdas TC pourraient avoir un mode d’action

proche de celui des anthelminthiques chimiques.

Les expériences futures auront besoin d'étudiearéépent les contributions relatives
de la taille des polyméres de TC et des PD. Lasdteds actuelsn vitro doivent étre verifiés et

complétées par des étudewivoet ce, sur d’autres espéces de SGI.
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V- Conclusion et Perspectives

Les résultats de cette étude montrent bien quédede manioc, leucaena et pois d’angole
ont tous trois un effet anthelminthique. Cependaes TC montrent des effets différents
concernant le dégainement des larves L3 infes&@ht cbntortusce qui peut s’expliquer par
les différences de structure chimiques entre lesld Ganioc, leucaena et pois d’angole. Une
étude plus poussée de la composition chimique @edelces trois plantes pourrait permettre
une meilleure compréhension de l'interaction eméxe TC et les parasites. Une meilleure
compréhension du mode d’action des TC et de Idet shécifiqgues ou non spécifiques sur les
processus biologiques des parasites devraientifamariaines indications des problemes posés
par le développement de résistance a I'encontesl€eomposés. L'expérience vécue avec les
anthelminthigues chimiques a mise en avant legizétI’'on ne peut pas compter sur une seule
solution pour lutter contre les nématodes paraskieg les ruminants. L'utilisation des TC pour
limiter l'utilisation d’anthelminthiques chimiquegeut donc aider au controle intégré des

parasites gastro-intestinaux.
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