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AVANT PROPOS

Notre étude a consisté a trouver un extrait actif a partir des feuilles de Anogeissus leiocarpus et
a évaluer ses activités antisalmonelles et antioxydantes sur des poussins infectés par Salmonella

typhimurium au cours d’un élevage expérimental.

Ce travail sanctionne la fin de notre formation Doctorale entamée a travers une formation
académique théorique de troisieéme cycle d’une part, et qui s’achéve par une expérience de
recherche sur un sujet d’actualité, innovant, d’intérét économique, social, environnemental et
culturel d’autre part. Cette formation est initiée et effectuée par I’Unité de Formation et de
Recherche (UFR) de I’ Agoforesterie au sein de 1’Université Jean Lorougnon Guédé de Daloa
(UJL0G).

Cette étude s’est déroulée sur une période de trois ans et nous a conduit successivement a :

- récolter les organes de la plante et préparer les extraits aqueux et hydroéthanolique a
partir des feuilles de Anogeissus leiocarpus ;

- réaliser le triphytochimique ;

- effectuer les tests de sensibilité des souches de Salmonella typhimurium aux extraits de
Anogeissus leiocarpus ;

- déterminer les teneurs en composes phénoliques des extraits de Anogeissus leiocarpus
et en évaluer les activités antioxydantes ;

- évaluer le pouvoir thérapeutique de I’extrait aqueux de Anogeissus leiocarpus sur une
salmonellose induite chez les poussins au cours d’un élevage expérimental, tout en

déterminant quelques paramétres biomarqueurs du stress oxydatif ;

rédiger le présent document.

Ainsi, grace a plusieurs soutiens et collaborations et notamment a 1’encadrement rigoureux du
Dr. OUATTARA Abou, notre Directeur de These, nous avons pu mener a bien cette activité
Doctorale qui a pour finalité la soutenance publique, devant un jury, d’une Thése Unique en

vue de I’obtention du grade de Docteur de I’Université Jean Lorougnon Guédé.

Par ailleurs ce travail est une modeste contribution a la valorisation de la pharmacopée africaine,

en général et ivoirienne en particulier.
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Ces dernieres annees, la viande de volaille est devenue la source de protéine la plus
consommee a travers le monde et pourrait représenter la moitié de la production mondiale de

viande dans les dix prochaines années (Campos, 2019).

Le secteur avicole ivoirien a enregistré une croissance soutenue ces derniéres années.
Selon les responsables de I’Inter Profession Avicole Ivoirienne (IPRAVI), la production avicole
permet aujourd’hui a notre pays de renforcer la couverture des besoins en protéines des
populations. Cette situation positionne ladite filiere comme étant le seul secteur des productions
animales pour lequel la Céte d’Ivoire couvre les besoins de la population locale. Elle devient

ainsi un acteur majeur de la sécurité alimentaire (Patrick, 2024).

En effet, elle a réalisé en 2022, un chiffre d’affaire de 380 milliards de F CFA contre 80
milliards de F CFA en 2010. Soit une augmentation de 4,75 % entre 2010 et 2022. C’est une
production de 97 000 tonnes de volailles en 2022 correspondant a un taux moyen de
consommation de 3,62 kg/ habitant contre 23 000 tonnes en 2010 ; soit un taux moyen de
consommation de 1 kg/ habitant et une hausse de 32,1% enregistrée entre ces deux années
(Patrick, 2024).

Par ailleurs, sur le plan social, ce sont 280 000 emplois directs et indirects créés en 2022,
contre 70 000 en 2010 ; soit un volume d’emplois multiplié par quatre, au cours de cette période

selon I’Inter Profession Avicole lvoirienne.

Ainsi, la filiére avicole, par sa capacité d’absorption de la main d’ceuvre contribue t-elle
activement a la politique d’insertion des jeunes, mais également a la lutte contre la pauvreté

dans le milieu rural (Patrick, 2024).

Malheureusement, la maitrise du risque sanitaire reste problématique aussi bien dans les
pays développés que ceux en voie de développement ; si bien que les salmonelloses sont
devenues des infections redoutables tant pour les volailles que pour les consommateurs. De
plus, les aliments d’origine animale, notamment les viandes de volaille constituent le réservoir
principal de Salmonella causant ainsi un véritable probléeme de santé publique a travers le
monde (Sangare et al., 2022).

En aviculture, les salmonelloses engendrent également de grandes pertes économiques
chez les éleveurs (Youssef et al., 2023). Ainsi, pour faire face a cette situation et lutter contre
les salmonelloses aviaires, les fermiers ont-ils recours aux antibiotiques tels que les Pénicillines,
les Teétracyclines et les Clhoramphénicols (Marshall & Levy, 2011). Cependant, I’utilisation

abusive et excessive des antibiotiques dans 1’aviculture, dans un but métaphylactique

2
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(traitement du lot entier d’animaux quand certains sont malades), prophylactique (a titre
préventif) ou comme promoteur de croissance est a la base de 1’émergence du phénoméne de
résistance des souches bactériennes a ces molécules (Eckert et al., 2007). Par ailleurs,
I’utilisation des antibiotiques est souvent associée a la destruction des bactéries intestinales
bénéfiques qui aident a combattre les pathogénes entériques chez les volailles (Karon et al.,
2007). De plus, les utilisations abusives de ces antibiotiques ne sont pas sans effets toxiques
pour les consommateurs de volailles (Karon et al., 2007).

De nombreux travaux ont déja rapporté des cas de multirésistance observée chez des
bactéries pathogenes du genre Salmonella isolées de volailles a travers le monde (Bonny et al.,
2021). Le phénomeéne de résistance aux antibiotiques se présente donc comme une véritable
menace pour I’homme et I’animal et pose un réel probléme de santé publique au plan mondial.
C’est pourquoi 1’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) a estimé en 2022 que la résistance
aux antimicrobiens s’attaque aux fondements de la médecine moderne et met en péril la vie de
millions de personnes (OMS, 2022).

En outre, les contaminations des volailles par des bactéries et notamment par les
salmonelles créent un stress oxydatif chez celles-ci susceptibles de fournir des molécules
hautement réactives issues du métabolisme de 1’oxygene (Madigan & Martinko, 2007). Une
production assez élevée de ces molécules hautement réactives peut entrainer une altération des
lipides membranaires qui finit par détériorer 1’état de la viande des volailles (Lunga et al.,
2014). La destruction de la flore intestinale bénéfique pour les volailles par 1’usage des
antibiotiques engendre également un stress oxydatif susceptible d’altérer la qualité de la viande
(Ali et al., 2021). Toutefois, I’utilisation abusive de supplements alimentaires, généralement
riches en antioxydants de synthese a montré parfois ses limites dans la prise en charge du stress
oxydatif chez les poussins.

Ainsi, pour lutter efficacement contre les salmonelloses et le stress oxydatif en
aviculture, plusieurs stratégies ont-elles été élaborées ; au nombre desquelles, 1’étude de
thérapeutiques nouvelles a base de substances naturelles végétales, occupe une place de choix.
Les phytobiotiques se présentent alors comme une alternative aux antibiotiques usuels utilisés
chez les animaux d’¢élevage en géneral, et chez les volailles en particulier.

En effet, des études ont montré que les molécules issues des phytobiotiques sont des
composés biologiquement actifs, obtenus a partir de plantes utilisées comme antibiotiques et
additifs alimentaires naturels en raison de leurs bienfaits sur la santé et la croissance pondérale

des animaux d’élevage y compris la volaille. (Kamagaté et al., 2017).
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Anogeissus leiocarpus (DC.) Guill. & Perr. (Combretaceae) est une plante qui se
développe aussi bien dans la savane séche que dans les foréts humides dans plusieurs pays
d’Afrique, dont les feuilles sont déja connues pour leurs propriétés antimicrobiennes et
antihelminthiques (Andary et al., 2005). Les feuilles de A. leiocarpus sont utilisées dans le
traitement des maladies de la peau, de la fiévre, de la diarrhée, du paludisme, et des infections
de I'estomac (Chaabi et al., 2008). Cette plante est couramment utilisée dans le nord de la Cote
d’Ivoire par les éleveurs pour traiter différentes pathologies chez les animaux d’élevage
(Koné et al., 2019). Julienne et al. (2021), lors de leurs études ont confirmé que A. leicocarpus
est utilisée en médecine vétérinaire et notamment dans le traitement des maladies parasitaires
causées par Haemonchus contortus. L'extrait méthanolique d’écorce de tige de A. leiocarpus a
exprimé une activité antitrypanosomiase contre quatre souches de Trypanosoma (Shuaibu et
al., 2008a) et une activité leishmanicide (Shuaibu et al., 2008b). Au Burkina Faso, des études
ont montré que le décocté des feuilles de Anogeissus leiocarpus est utilisé traditionnellement
contre diverses formes d’ulcéres (Dayok et al., 2018).

Ainsi, dans le cadre de la valorisation de la pharmacopée ivoirienne, nous sommes- nous
proposés de realiser la présente étude dont I’objectif général était de contribuer a la lutte contre
les infections bactériennes & Salmonella et le stress oxydatif dans 1’élevage de poulets de chair
par I’emploi d’extraits de feuilles de Anogeissus leiocarpus comme alternatives aux
antibiotiques et suppléments alimentaitres de syntheses utilisés en aviculture.

Pour y parvenir, nous avons décliné cet objectif général en tois objectifs spécifiques ; il s’est
agit pour nous notamment :

- d’évaluer d’abord in vitro, les activités antibactérienne et antioxydante des extraits
aqueux et hydroethanolique 70% des feuilles de Anogeissus leiocarpus sur deux (02)
souches multirésistantes de Salmonella typhimurium d’origine aviaire ;

- d’évaluer ensuite la toxicité orale aiglie des extraits de Anogeissus leiocarpus sur les
poussins ;

- de déterminer enfin in vivo, I’efficacité thérapeutique et I’activité antioxydante de
I’extrait aqueux des feuilles de A. leiocarpus sur une salmonellose induite chez les

poussins.



PREMIERE PARTIE :
GENERALITES



Généralités
|

1. Généralités sur Anogeissus leiocarpus (DC.) Guill. & Perr.

Le genre Anogeissus compte huit (8) espéces, dont cing se trouvent en Asie tropicale,
deux en Arabie et une en Afrique tropicale. La seule espéce du genre Anogeissus trouvée en
Afrique est Anogeissus leiocarpus ; également connu sous le nom de Anogeissus leiocarpa ou
Anogeissus schimperi, Hochest. Ex Hutch & Dalz. Anogeissus leiocarpus est un arbre

polyvalent largement utilisé en médecine traditionnelle (Julienne et al., 2021).

1.1. Classification et caracteres morphologiques

1.1.1. Classification
Regne : végétal
Embranchement : Spermaphytes
Classe : Dicotylédone
Sous-classe : Rosidae
Ordre : Myrtales
Famille : Combretaceae
Genre : Anogeissus.
Espéce : Anogeissus leiocarpus.

1.1.2. Caractéres morphologiques

C’est un arbre qui peut atteindre 30 m de haut avec des écorces grises, jaunatres,
écailleuses, devenant noiratres avec 1’age et exsudant une gomme foncée. Il a des rameaux fins
et retombants, des feuilles solitaires ou opposeées, ovales, de 4 a 7 cm de long et a pétiole court.
Elles sont pointues a la base et mucronées a la pointe, possédant 4 a 8 nervures latérales et une
face inférieure 1égérement poilue. Les fleurs sont vert-jaune a blanc creme avec un calice rouge
a 5 sépales soudés et de longues étamines réunies en boules insérées axilliairement sur des
pédoncules de 5 a 10 mm. Les fruits sont petits (environ 10 a 15 mm), en forme de cones, se

cassent facilement renfermant plusieurs graines (Von Maydell, 1983).

1.2. Distribution

Anogeissus leiocarpus est présente en Afrique de I'Ouest, du Sénégal au Cameroun et
étendue a I'Ethiopie et a I'Afrique de I'Est. Poussant dans les foréts séches et les foréts galeries,
sa répartition s'étend du Sahara jusqu'a la couche externe des foréts tropicales humides
(Arbab, 2014 ; Ouedraogo et al., 2013).
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1.3. Utilisations en médecines traditionnelles
Anogeissus leiocarpus (DC.) Guill. & Perr. (Combretaceae), également connu sous le
nom de baton a macher ou l'arbre d'essieu, a une longue histoire d'utilisation traditionnelle pour
son emploi contre plusieurs maladies humaines. Les feuilles de A. leiocarpus sont utilisées dans
le traitement des maladies de peau, de la fievre, de la diarrhée, du paludisme, et des infections
de I'estomac (Chaabi et al., 2008). A. leiocarpus est utilisée pour traiter des infections
bactériennes. Les racines et brindilles de cette plante sont utilisées comme batons a macher pour
I’hygié¢ne bucco dentaire. Diverses parties de A. leiocarpus (racines, feuilles, écorces de tige et
brindilles) sont utilisées dans la lutte contre la gonorrhée, la toux, les plaies, les infections aigués
des voies respiratoires, les infections de I'estomac, la fiévre, la tuberculose, la dysenterie
amibienne, le paludisme, la trypanosomiase, la fiévre jaune, la jaunisse, les vers intestinaux et
plusieurs types d’infections microbiennes (Aké Assi, 1992 ; Salih et al., 2017).
Cette plante est couramment utilisée dans le nord de la Cote d’Ivoire par les éleveurs
pour traiter différentes pathologies. Koné et al. (2019) et Julienne et al. (2021), lors de leurs
études ont confirmé que A. leicocarpus est une plante utilisée en médecine vétérinaire et

notamment dans le traitement des maladies parasitaires causées par Haemonchus contortus.

1.4. Données pharmacologiques

Les propriétés antihelminthiques, antidiabétiques, antioxydantes, antimicrobiennes,
antibactériennes, antispasmodiques, analgésiques, anti-inflammatoires, antihypertensives sont
les activités pharmacologiques les plus attribuées a Anogeissus leiocarpus (Julienne et al.,
2021). L'extrait méthanolique de I’écorce de tige de A. leiocarpus a montré une activité
antitrypanosomiase contre quatre souches de Trypanosoma (Shuaibu et al., 2008a) et une
activité leishmanicide (Shuaibu et al., 2008b). 1l a été également rapporté que I'extrait aqueux
de I'écorce de tige de A. leiocarpus combat la dysfonction érectile chez les Rats Wistar males
(Ademosun et al., 2019). Une diminution spontanée de la glycémie chez des rats diabétiques a
été observée aprés administration de I'extrait aqueux des feuilles de A. leiocarpus (Etuk &
Mohammed, 2009). Cette diminution de la glycémie serait liée a 1’action inhibitrice de 1’a-
amylase et de I’a-glucosidase par I’extrait aqueux de cette plante (Adefegha et al., 2016). Des
études ont montré aussi que 1’écorce du tronc de A. leiocarpus exerce des effets
antihypertenseurs significatifs sur la NG-nitro-L-arginine chez des rats hypertendus induits par
I'ester méthylique (Belemnaba et al., 2017). Les extraits méthanolique et acétate d'éthyle des
feuilles de A. leiocarpus ont montré des propriétés antioxydantes et antibactériennes (Victor &

Grace, 2013). Quant a I'extrait dichlorométhane de A. leiocarpus, il a montré une activité
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antiplasmodiale in vitro contre Plasmodium falciparum (Clso de 3,8 g/ml), le parasite
protozoaire qui est responsable du paludisme chez I’homme (Vonthron-Sénécheau et al., 2003).
Un groupe de chercheurs a étudié l'effet de 1’extrait méthanolique de A. leiocarpus sur la
fonction hépatique chez des souris infectées par Plasmodium berghei (Akanbi et al., 2014).
Certains auteurs ont montré I’action antioxydante et inhibitrice des extraits de A. leiocarpus
contre des enzymes clés liées au diabéte de type Il, la maladie d'Alzheimer et
I’hyperpigmentation cutanée. D’autres chercheurs ont obtenu également des effets
antiprolifératifs potentiels avec Anogeissus latifolia sur les cellules cancéreuses du célon en
particulier la lignée cellulaire HCT116 du cancer du cdlon humain (Diab et al., 2015). Les
propriétés antioxydantes de I'extrait aqueux d'écorce de tige de Anogeissus leiocarpus ont été
montrées contre l'ulcére gastrique induit par I'éthanol chez le rat (Hafsat et al. 2021).

1.5. Composition chimique

Selon Julienne et al. (2021), de nombreux métabolites secondaires dont les alcaloides,
les flavonoides, les tanins, les saponines, les quinones, les coumarines sont présents dans les
différents organes de Anogeissus leiocarpus, lui conféerant ses propriétés pharmacologiques.
Drailleurs, de nombreux constituants bioactifs ont été isolés de Anogeissus leiocarpus tels que
I'acide gallique, I'acide ellagique, les glycosides de I'acide ellagique et de I’acide flavellagique
tels que l'acide 3,3’-di-O-methylellagic, 1’acide 4’-B-D-xyloside et 1’acide 3,4,3’-tri-O-
methylflavellagic ; ainsi que la quercétine, la rutine, la castalagine, I'anolignane A, B, C,

I'anogeissinine et d’autres composés (Lin et al., 1991).
2. Généralités sur les Salmonelles

2.1. Genre Salmonella : taxonomie et nomenclature

Les Salmonelles (genre Salmonella) sont des bactéries Gram négatif de la famille des
Enterobacteriaceae. De forme allongée dite bacille, elles mesurent avec le flagelle entre 2 et 5
um de long pour un diamétre de 0,6 a 1 um. Elles sont aéro-anaérobies facultatives, oxydase
négative, catalase positive et non sporogenes. Elles sont a I’origine de nombreuses maladies
chez I’Homme, mais aussi chez les animaux.

La nomenclature du genre Salmonella a longtemps été débattue (Agbaje et al., 2011).
Initialement, la classification était basée sur des données épidemiologiques, biochimiques et
sérologiques. Avec le développement de nouvelles techniques d’analyse comme 1’hybridation
ADN-ADN, de nombreuses espéces du genre Salmonella ont été regroupées (Ryan et al., 2017).

Aujourd’hui, deux especes sont reconnues par 1’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) :
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Salmonella enterica et Salmonella bongori. La premiere étant divisée en 6 sous-espéces

- enterica, salamae, arizonae, diarizonae, houtenae et indica (Figure 1).

<-- Acquisition de SPI-1

Salmonella
. |
Espece | | +-- Acquisition de SPI-2
S. bongori S. enterica
enterica salamae arizonae diarizonae houtenae indica
Sérotype
Salmonnelles Salmonelles
Typiques Non-Typiques
Exemples :
S. typhi S. enteritidis
S. paratyphi S. typhimurium

Figure 1 : Classification du genre Salmonella. (Source : Issenhuth-Jeanjean, 2014)

Chague nouveau sérotype identifié est enregistré au Centre Collaborateur de 'OMS
(CCOMS) pour le typage et la sensibilité des Salmonelles aux antibiotiques (Institut Pasteur —
France), selon le schéma de White Kauffmann - Le Minor, basé sur la description de trois
antigenes de surface (O, H et K). A ce jour, plus de 2600 sérotypes ont été enregistrés avec plus
de 50% appartenant a la sous-espéce S. enterica enterica (Tableau 1), responsable a 99% des

infections chez ’Homme et chez les animaux (Brenner et al., 2000).
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Tableau I : Nombre de sérovars dans chaque espéce et sous-espéce du genre Salmonella

(Issenhuth-Jeanjean et al, 2014)

Salmonella enterica Nombre de sérovars
Sous espece enterica 1586
Sous espéce salamae 522
Sous espece arizonae 102
Sous espece diarizonae 338
Sous espece houtenae 76
Sous espece indica 13
Salmonella bongori 22
TOTAL 2659

2.2. Habitats, mode de contamination

Les salmonelles sont largement répandues dans le monde. Elles peuvent infecter les
animaux de rente tels que les volailles, les bovins, les ovins, les porcins, les poissons (Ferrari
et al. 2019), les animaux sauvages et les animaux de compagnie (Kiebler et al., 2020).
L’Homme peut étre facilement infecté via la consommation d’aliments ou d’eau contaminés
(Choetal., 2020). En fonction du type d’hoéte et des symptomes qu’ils provoquent, trois groupes
de Salmonella enterica enterica peuvent étre identifiés (Baumler et al., 1998) :

10
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- Les Salmonelles provoquant des fiévres typhoides ou paratyphoides chez I’Homme
telles que S. typhi et S. paratyphi ;

- Les Salmonelles provoguant des salmonelloses non typhiques (SNT) chez I’ Homme et
adaptées a de nombreuses especes animales (bovins, ovins, volailles, souris, ...) telles
que S. typhimurium et S. enteritidis.

- Les Salmonelles adaptées a un type d’espéce comme par exemple S. gallinarum chez la

poule ou S. abortusovis chez les ovins.
2.3. Salmonelles chez I’ Homme

2.3.1. Fievres typhoides et paratyphoides

Les sérotypes responsables des fiévres typhoides et paratyphoides sont S. typhi et S.
paratyphi. Les bactéries se transmettent par I’intermédiaire de nourriture ou d’eau contaminée
et par contact entre malades. La maladie se propage plus facilement dans les pays en voie de
développement ou les conditions d’hygiéne sont précaires. Les principaux symptomes sont la
fievre, les maux de téte, I'anorexie, I'abattement et les douleurs abdominales avec diarrhée ou
constipation. Apres plusieurs semaines, en fonction de la génétique de I’hote, de la sévérité de
I’infection et de facteurs environnementaux, le patient peut éliminer complétement la bactérie.
Cependant, dans 5% des cas, il peut devenir porteur sain asymptomatique, on parle alors de
portage chronique (Gunn et al., 2014). Ce réservoir environnemental pourrait expliquer la
résurgence continue d’infections dans la population humaine.

2.3.2. Gastroentérites ou Salmonelloses non typhiques

Les principaux sérotypes responsables de gastroentérites ou Salmonelloses Non
Typhiques (SNT) sont S. enteritidis et S. typhimurium (EFSA, 2021). Les élevages d’animaux
de rente sont les principaux réservoirs environnementaux des Salmonelles responsables de SNT
chez ’'Homme. Les SNT sont des zoonoses ; les bactéries sont transmises a I’Homme par la
consommation de viande, d’ceuf, de lait cru ou de fromages contaminés. Les principaux
symptdmes sont la fievre, la diarrhée, les vomissements et les douleurs abdominales. En
Afrique, les SNT sont I’une des principales causes de toxi-infections alimentaires collectives
(TIAC). Pluseurs caracteres biochimiques propres aux Salmonelles pouvant étre mis en

évidence par differents tests permettent leur identification (Tableau I1).
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Tableau Il : Caracteres biochimiques d’identification de Salmonella (Gledel, 1996)

Tests Réaction Tests Réaction
Mobilité + Fermentation de

Reduction des nitrates + Glucose avec gaz +
Oxydase - Mannitol +
Catalase + Maltose +
Uréase - Lactose -
Indole - Saccharose -
Production d’H>S + Salicine -
Utilisation du citrate + Adonitol -
Rouge de méthyle + Dulcitol +
Vogue — Proskauer - Lysine décarboxylase +
Gélatinase +/- Arginine dihydrolase +
ONPG +/- Ornithine décarboxylase +
Tétrathionate réductase + Désaminase de la phénylalanine -

2.4. Salmonelles dans les élevages des volailles

2.4.1. Différentes voies de transmission de Salmonella chez les volailles

Les volailles, lors d’une infection par S. enteritidis ou S. typhimurium, ne présentent pas
de symptdmes particuliers : on parle de portage asymptomatique (Mughini-Gras et al., 2014).
Apres une infection systémique trés rapide, pouvant mener a la mort de trés jeunes individus,
la bactérie persiste dans les caecas des animaux et est excrétée dans les fientes (Figure 2)
(Menanteau et al., 2018).

Toutefois, au cours du cycle de production, les volailles peuvent étre infectées par des
salmonelles par différentes voies, notamment par contact avec des animaux porteurs comme les
rongeurs, les chats et les insectes. Les aliments pour volailles contaminés, la litiere, I'eau et la
transmission par aérosol contribuent également a la transmission de Salmonella
(O’Bryan et al., 2022).

12



Généralités

Humans

% \‘\ Feed, water, air,
litter

contammahon

Contaminated
ér—\\ / egg and meat

Horlzontal

’ 1 transmission _fl.«- 3 :
| ‘
! . Hatchery
T contaminatior

Vertical
transmission

o

L]
Vectors- flies,
rodents, mites,
heetles

wWild migratory
birds

Figure 2. Apercu des différentes voies de transmission de Salmonella
(Menanteau et al., 2018 ; O’Bryan et al., 2022).

La contamination des ceufs par les Salmonelles peut se faire soit par la voie horizontale
soit par la voie verticale, notamment par le sérotype S. enteritidis. En transmission verticale ou
transovarienne, l'infection se produit directement dans le jaune d’ceuf, la membrane vitelline et
'albumen avant la ponte de I'ceuf. L'infection prend son origine dans les organes reproducteurs
tels que l'ovaire et l'oviducte par S. enteritidis. En conséquence, les bactéries pénétrent dans
I’ceuf avant méme que la coquille ne soit formée dans 1’oviducte (De Reu et al, 2006). Lors
d'une transmission horizontale ou fécaleorale, les ceufs sont contaminés par la pénétration de la
coquille a partir du tractus gastrointestinal (TGI) colonisé. De plus, les matiéres fecales
contaminées transferent 1’agent pathogeéne aux ceufs pendant ou apres la ponte. Les excréments
servent de réservoirs de nutriments pour la croissance de Salmonella, contaminant
I'environnement et infectant potentiellement le reste du troupeau dans le méme enclos. La
pénétration bactérienne de ’ceuf est plus rapide au cours des premicres minutes post-

oviposition, car certaines cuticules sont immatures et peu de pores sont ouverts (Padron, 1990).

13



Geéneralités
La contamination de la coquille externe par Salmonella est évidente dans les ceufs collectés
dans des nids et des couvoirs contaminés. Certaines études ont rapporté qu'il n'y avait pas de
relation directe entre 1'épaisseur de la coquille des ceufs et la pénétration de Salmonella

typhimurium, mais les ceufs avec des coquilles a densité élevée ont tendance a offrir plus de

résistance contre la pénétration de S. enteritidis (De Reu et al, 2006).

Les insectes peuvent agir comme vecteurs de Salmonella dans les élevages de volailles.
Les blattes, par exemple, ont le potentiel d’introduire des agents pathogenes d’origine
alimentaire comme Salmonella dans les installations de production de volaille en raison de leur
capacite a contaminer de maniére croisée et a transmettre 1’agent pathogéne a des individus non
infectés au sein de leur groupe. Des études ont indiqué que les blattes infectées par S.
typhimurium peuvent transférer la bactérie a la surface de I'ccuf (Kopanic et al., 1994). 1l a été
démontré que les mouches capturées dans les élevages de volailles hébergent des salmonelles.
L'acarien des volailles (Dermanyssus gallinae) a été impliqué comme vecteur biologique de
Salmonella enteritidis et il a été signalé qu'il transportait la bactérie dans les locaux avicoles. Il
est suggéré que la principale source d'infection pourrait étre l'ingestion orale d'acariens
contaminés écrases par les poussins, ainsi que le repas de sang de l'acarien (Sparagano, 2009).
Il a été constaté que Alphitobius diaperinus, également connu sous le nom de coléoptére de la
litiere, transmettait Salmonella aux volailles lors d'une infection expérimentale (Leffer et al.,
2010). Aussi, des rongeurs tels que les souris peuvent étre porteurs de Salmonella dans les
troupeaux de pondeuses (Meerburg, 2007). Les souris sauvages présentes dans les élevages de
volailles peuvent constituer une riche source de multiples phénotypes et génotypes de S.
enteritidis (Meerburg, 2007). Dans les pays africains, S. kentucky et S. enteritidis étaient les
principaux sérotypes isolés des lézards et des rongeurs habitant les poulaillers. On émet
I’hypothese que les excréments des 1ézards et des rongeurs pourraient contaminer la nourriture
et la litiere, constituant ainsi une menace pour la biosécurité (Raufu et al., 2019). Les
Salmonelles peuvent coloniser les intestins des oiseaux sauvages et les transformer en réservoirs
asymptomatiques. Différents sérotypes de Salmonella ont été isolés chez des oiseaux sauvages,
principalement des passereaux, dans le nord de I'’Angleterre (Hughes et et al, 2008). La souche
DT160 de S. typhimurium a provoque une mortalité importante chez les oiseaux sauvages et
des maladies gastrointestinales chez I'homme en Nouvelle Zélande en 2000, indiquant un risque
zoonotique (Alley et al., 2002). Des oiseaux sauvages comme un ibis a cou chamoisé, un
seriema a pattes rouges et une tourterelle a oreilles capturés a proximité d'installations avicoles

étaient infectés par Salmonella.
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De plus, S. typhimurium dominait le sérotype isolé des pigeons sauvages (Sousa et al.,

2010). On suppose que ces oiseaux jouent un role essentiel dans la transmission des sérotypes
de Salmonella aux volailles et aux humains lors de la migration, des mouvements saisonniers
et de lI'alimentation (Fu et al., 2022). En outre d’autres études ont révélé que 32,3 % des agents
pathogenes bactériens identifiés dans la population d'oiseaux sauvages d'un parc national
d'Ukraine étaient positifs a S. enteritidis. Ces oiseaux migrent vers diverses parties du monde,
contribuant & la distribution de I'agent pathogene dans des endroits éloignés

(Obukhovska, 2013).
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Figure 3 : Schéma de I’appareil digestif de la poule (De Reu et al, 2006)
15



Geéneralités
.___________________________________________________________________________________________________________|]
2.4.2. Pathogeénicité de Salmonella chez les volailles

2.4.2.1. Adhésion et invasion des cellules épithéliales intestinales

La pathogenése de Salmonella peut étre divisée en plusieurs étapes, notamment
I'adhésion et I'invasion des cellules épithéliales intestinales, la survie, la multiplication au sein
des cellules hotes et la propagation extra-intestinale. Salmonella, étant un pathogéne entérique,
atteint l'intestin par ingestion orale (transmission horizontale) a partir d'aliments et d'eau
contaminés. Méme une tres faible dose infectieuse de Salmonella enteritidis, aussi faible que 1
a 5 cellules bactériennes, peut entrainer une infection chez les poussins d’un jour. La période
d'incubation des Salmonella est généralement de 7 a 14 jours (Tajkarim, 2007). La capacité de
la bactérie a résister a un pH de 3,7 dans I'estomac aide la bactérie a traverser lI'environnement
acide de I'estomac (Tajkarim, 2007). En atteignant I'intestin gréle, Salmonella envahit et adhére
aux cellules épithéliales intestinales a I'aide d'adhésines fimbriales. L'entrée des salmonelles
dans la muqueuse intestinale est facilitée principalement par les cellules M situées au-dessus
des plaques de Peyer (tissus lymphoides associés a la muqueuse). D'autres voies incluent
I'internalisation par les cellules dendritiques et I'absorption par les entérocytes médiées par des
protéines effectrices associées aux genes de virulence dans les llots de Pathogénicité de type |
(IPSI) et les Systemes de Sécretion de type Il (SSTT) (Higginson et al., 2016 ; Broz et al.,
2012).

Les cellules M, cellules spécialisées d'échantillonnage d'antigénes de I'épithélium
intestinal, jouent un réle essentiel dans I'absorption et le transport actif (transcytose) de
Salmonella vers les follicules lymphoides sous-jacents. Cette absorption de I'antigéne bactérien
par les cellules M est vitale dans le développement des réponses immunitaires muqueuses et
systémiques, car les antigenes de Salmonella sont délivrés aux phagocytes mononucléés comme

les cellules dendritiques (DC) et les macrophages (Kobayashi et al., 2019).

2.4.2.2. Survie et multiplication de Salmonella dans les cellules hotes

Les macrophages peuvent internaliser les Salmonelles mais sont incapables de les tuer
car les bactéries peuvent inhiber la fusion des phagosomes avec les lysosomes secondaires,
mécanisme utilisé par les macrophages pour détruire les agents pathogénes intracellulaires. Cela
améliore la capacité de survie intracellulaire des bactéries (Buchmeier & Heffron, 1991).
Salmonella prolifére a l'intérieur des macrophages au sein d'une structure appelée vacuole
contenant des salmonelles (VCS) et finit par se déplacer largement vers les ganglions
lymphatiques mésentériques drainants, conduisant a une bactériémie et a une invasion d'organes

systémiques tels que le foie, la rate, les ovaires et la vésicule biliaire
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(Buchmeier & Heffron, 1991). Les oiseaux jeunes et adultes sont généralement infectés

par I’espéce envahissante S. enteritidis. Les jeunes oiseaux ont tendance a développer une
maladie systémique avec des taux de mortalité éleves, tandis que les oiseaux adultes peuvent
rester porteurs asymptomatiques apres la colonisation par I'agent pathogéne bactérien. La dose
d'infection joue un réle essentiel dans le développement des signes cliniques, la Salmonellose
clinique étant plus susceptible de se développer chez certains oiseaux infectés par de fortes

doses de S. enteritidis (Velge et al, 2005).

La fievre typhoide est causée par la dissémination sanguine du sérotype Typhi de S.
enterica (WHO, 2003). Les sérotypes non invasifs du SNT sont confinés au tractus gastro-
intestinal, ou ils provoquent une inflammation importante, notamment une infiltration, une
nécrose des cellules épithéliales, un cedéme et éventuellement une entérocolite (Coburn et al.,
2007). En bref, Salmonella a orchestré des mécanismes pour co-évoluer avec leurs hétes en
modifiant les processus cellulaires favorisant la survie bactérienne et la prolifération

intracellulaire.

Les facteurs pathogenes de Salmonella sont contrdlés par des genes de virulence et des
plasmides, situés dans les llots de pathogénicité de Salmonella (IPS). Les IPS sont un groupe
de génes situés dans des zones spécifiques des chromosomes bactériens qui englobent plusieurs
facteurs de virulence, notamment les invasines, les adhésines et les toxines. Salmonella contient
un total de vingt trois IPS, IPS1 et IPS2 étant les deux plus critiques. Ces deux IPS codent pour
un appareil moléculaire appelé systéme de sécrétion de type 111 (SSTT) ou seringue moléculaire,
responsable de l'injection de protéines effectrices produites par Salmonella dans la cellule hote,
établissant ainsi la survie intracellulaire et la propagation de Salmonella a I'intérieur de I'hbte
(Coburn et al., 2007).

Le genre Salmonella possede deux types de systemes de sécrétion de type 111, T3SS1 et
T3SS2, trouvés respectivement dans SPI1 et SP12. En bref, T3SS1 est responsable du transfert
des protéines effectrices nécessaires a 1’invasion bactérienne, a la biogenése du VCS et a
I’inflammation. D'autre part, le T3SS2 facilite le transport des protéines effectrices qui
favorisent la maturation du VCS, la biogenése des Filaments Induits par Salmonella (FIS), la
survie intracellulaire de I'agent pathogéne et son mouvement a l'intérieur des vacuoles contenant
des Salmonella (Bhunia, 2018).

Les effecteurs de SPI2T3SS impliqués dans la maturation du VVCS et la biogenése du FIS

sont essentiels a la conversion du VCS précoce (endosomes) en VCS tardif, ou se produit la
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réplication bactérienne. Les VCS sont des structures specialisees exprimées par SSTT sur le
IPS2 utilisées par les bactéries pour résider a l'intérieur des cellules épithéliales et des
macrophages pour échapper a la destruction par les macrophages grace a l'inhibition de la fusion
lysosomale (Higginson et al., 2016). Les filaments induits par Salmonella (FIS) sont des tubules
endosomaux qui s'étendent a partir du VCS. lls sont caractérisés par des glycoprotéines
lysosomales et des marqueurs endocytaires tels que Rab4, Rab9, Rab11 et Rab5, entre autres.
Ces FIS a I'intérieur du cytoplasme de la cellule hote forment une niche réplicative complexe.
Le role exact des SIF dans I'infection a Salmonella est encore inconnu (Knuff & Finlay, 2017).
Il a été rapporté que le complexe SifASKIPRab9 diminuait le recrutement de M6PR (marqueurs
endosomal/lysosomal tardifs vers lamembrane du VVCS) et réduisait le mouvement des enzymes
lysosomales vers le VCS. Cette réduction du mouvement des enzymes lysosomales, augmentant
la population de VCS, contribue a protéger les salmonelles intracellulaires des mécanismes de
défense de I'h6te (McGourty et al., 2012).

2.4.2.3. Propagation extra-intestinale de Salmonella

En outre, des études ont montré qu'une infection par Salmonella typhimurium ameéne les
entérocytes a se transformer en cellules M, exacerbant ainsi I'inflammation et la réponse
immunitaire associée a une translocation accrue des bactéries a travers la sous muqueuse. Cette
différenciation des cellules intestinales amorcées en cellules M favorise la colonisation par
Salmonella et I'invasion de I'hdte. Le mécanisme est contrélé par la protéine effectrice de type
IIT SopB via la voie de signalisation B caténine (Tahoun et al., 2012). Il a été également rapporté
que la suppression de SPI1 entrainait une diminution de la colonisation de Salmonella
typhimurium dans le caecum et la rate des poulets. Aussi, la suppression de SPI2T3SS
n’affectait pas de maniére significative la colonisation caecale par S. typhimurium. Cependant,
la mutation SPI2 réduit la capacité de S. typhimurium a envahir la rate chez les poussins d'une
semaine (Dieye et al., 2009). De plus, il a été rapporté que la perturbation du spaS, une
composante essentielle du SPI-1 T3SS a eu peu d'influence sur la colonisation caecale chez les
poussins d'un jour. En revanche, il a été démontré que la souche mutante spaS réduisait la
colonisation caecale et diminuait I'invasion du foie lors d'une infection expérimentale a S.
typhimurium chez des oiseaux ages d'une semaine (Dieye et al., 2009). De plus, la suppression
d'un autre géne, ssaU, qui code pour des composants majeurs du SPI-2 T3SS n’a pas affecté la
colonisation bactérienne de I’intestin mais a présenté une réduction significative de la

dissémination de S. typhimurium dans le foie tout au long de I'étude (Jones et al., 2007).
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Une étude réalisée egalement sur S. typhimurium a montré que la suppression des genes
SPI-1 et SPI-2 a eu un impact négatif sur la capacité de la souche mutante a coloniser et
provoquer des Iésions systémiques du caecum et du foie chez les poulets d'un jour (Pico-Rodrje
Guez et al., 2023). Salmonella spp. a la capacité de former des biofilms a température ambiante
sur des surfaces en environnements avicoles et dans des usines de transformation des aliments.
Ces cellules en biofilm sont tres résistantes aux antimicrobiens et contribuent a la virulence
accrue des bactéries, établissant ainsi une infection chronique. La capacité de Salmonella a
survivre dans un biofilm pose des defis pour les procédures de désinfection dans les

environnements avicoles (Merino et al., 2019).

2.4.3. Stratégies de lutte contre les Salmonelles chez la volaille

2.4.3.1. Biosécurité

La mise en ceuvre de bonnes mesures de biosécurité joue un rdle clé dans la lutte contre
la transmission de Salmonella et I’amélioration de la sécurité alimentaire (Fraser et al., 2010).
Les contr6les de biosécurité comprennent la propreté a I'entrée et sur le site, la vaccination, le
trempage des bottes et I'nygiéne des mains des employés. De plus, un meilleur contréle des
rongeurs et des mouches, un contréle des acariens et une désinfection entre les troupeaux sont
recommandés pour réduire l'incidence de Salmonella et arréter le cycle de la maladie dans les
élevages (Gosling et al., 2014). Pour réduire la prévalence de Dermanyssus gallinae, un vecteur
biologique de Salmonella, des mesures de biosécurité appropriées doivent étre utilisées
(Sylejmani et al., 2016). Une bonne gestion des détritus a été associée a une diminution du
risque de détection de Salmonella dans les poulaillers. De plus, une contamination plus élevée
par Salmonella était liée a des copeaux de bois frais utilisés en lieu et place de litieres plus
anciennes (Volkova et al., 2011). Par conséquent, un recyclage approprié des détritus a I’aide
de méthodes telles que le compostage permet de réduire le nombre de Salmonella dans les
détritus de volailles (Eid et al., 2023). En outre, l'utilisation de désinfectants appropriés est
essentielle pour limiter l'introduction et la dissémination de maladies chez les oiseaux
(Abdulghaffar et al., 2016). Ainsi, des mesures strictes de biosécurité sont-elles nécessaires

pour lutter contre la prévalence saisonniére de Salmonella chez les volailles.

2.4.3.2. Utilisation des Antibiotiques
Les antibiotiques sont utilisés dans I'alimentation des volailles depuis les années 1940,
principalement en raison de leurs avantages sur I'efficacité alimentaire des oiseaux,
I’amélioration de leurs performances de croissance et l'inhibition des pathogénes entériques

(Alagawany et al., 2018). La liste des antibiotiques utilisés comme additifs alimentaires pour
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lutter contre les pathogénes entériques comprend de petites quantités de pénicilline, de
tétracycline et de chloramphénicol (Marshall & Levy, 2011). Cependant, 1’utilisation
thérapeutique des antibiotiques dans 1’alimentation des volailles est a revoir en raison de
I’inquiétude croissante concernant la résistance aux antibiotiques dans la chaine alimentaire
humaine (Eckert et al., 2010). Des sérotypes de Salmonella résistants ont été signalés contre
des antibiotiques tels que les quinolones, le chloramphénicol et les céphalosporines dans le
monde entier (Karon et al, 2007). De plus, les utilisations d’antibiotiques sont associées a la
destruction des bactéries intestinales bénéfiques qui aident a combattre les pathogenes
entériques (Karon et al, 2007). Par conséquent, les alternatives aux antibiotiques comme les
probiotiques, les prébiotiques, les symbiotiques, les postbiotiques, sont aujourd’hui de plus en

plus utilisées aussi bien chez les humains que chez les animaux.

2.4.3.3. Prébiotiques

Les prébiotiques et les probiotiques jouent un réle important dans la promotion de la
santé intestinale et dans I'équilibre de la flore intestinale bénéfique chez les volailles. Selon
I’ Association Scientifique Internationale pour les Probiotiques et les Prébiotiques, les
prébiotiques peuvent étre définis comme « un substrat qui est utilisé sélectivement par les
microorganismes hotes conférant ainsi un bénéfice pour la santé » (Gibson et al., 2017). La
FAO et ’ONU ont défini les prébiotiques comme un « composant alimentaire non viable qui
confere un bénéfice pour la santé de 1’hote associé a la modulation du microbiote » (Pineiro et
al., 2008). Un prébiotique doit étre capable de résister a I’hydrolyse des acides gastriques, a des
enzymes et a l'absorption par le tractus gastro-intestinal supérieur (Ricke et al., 2020). Un
prébiotique idéal devrait également étre métabolisable par le microbiote intestinal, &tre un
composé sélectif qui favorise la croissance de la flore intestinale bénéfique, qui a la capacité de
réguler la réponse immunitaire en faveur de I'hdte tout en supprimant les agents pathogenes,
améliorant ainsi la santé et les performances de celui-ci (Hajati & Rezaei, 2010). Il a été
démontré que les prébiotiques tels que les oligosaccharides et les polysaccharides non
digestibles inhibent la survie et la colonisation d'agents pathogenes comme Salmonella en
produisant de Courtes Chaines d’Acides Gras (CCAG) comme du butyrate et de I'acétate dans
les caecums, qui aident a abaisser le pH intestinal (Bogustawska-Tryk et al., 2012). Certains
oligosaccharides dérivés de la paroi cellulaire des levures (Fomentini et al., 2016), les fructo-
oligosaccharides I’inuline, et les xylo-oligosaccharides sont quelques exemples de prébiotiques
utilisés dans les systéemes de production avicole pour contrbler divers agents pathogénes, y

compris les Salmonelles (Pourabedin et al., 2015 ; Adhikari et al., 2017).
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2.4.3.4. Probiotiques

Les probiotiques, également connus sous le nom d’aliments microbiens, sont définis par
la FAO comme des « microorganismes vivants, lorsqu’ils sont administrés en quantités
adéquates, conférent un bénéfice pour la santé de 1’héte ». Morelli et al. (2012) et Lilly &
Stillwell, (1965) ont été les premiers a utiliser ce terme et a définir les probiotiques comme des
« facteurs produits par les micro-organismes favorisant la croissance ». Dans ce contexte, les
probiotiques confeérent leurs effets bénéfiques sur I'nbte a travers une exclusion compétitive,
améliorant la santé, la fonction barriére, I'immunomodulation, la digestion, l'absorption,
favorisant ainsi la croissance et la performance. Les qualités potentielles de candidats
probiotiques sont (1) I’origine de 1’hote ; (2) non pathogene et bénéfique pour 1'hote en adhérant
a la muqueuse intestinale (formation de biofilm) ; (3) tolérer I'acide gastrique et les sels
biliaires ; (4) propriétés antimicrobiennes contre les agents pathogénes ; et (5) survivre au stress
du post-traitement et du stockage (Fathima et al., 2022). Les microorganismes probiotiques
utilisés pour la supplémentation des volailles comprennent les Bacillus spp., levure
Saccharomyces, Entérococcus spp. (Simon et al., 2001), Streptococcus spp. Lactobacilles spp.
et Bifidobactérie spp. (Kabir et al., 2004).

Les probiotiques disponibles sur le marché comprennent des préparations
monospécifiques ou multispécifiques, ce dernier étant préféré en raison de sa capacité a agir sur
plusieurs sites pour faire emerger un effet synergique global (Krysiak et al., 2021).
L'administration de probiotiques aux poules pondeuses a amélioré la production d'ceufs, le poids
et la qualité des ceufs (Menconi et al., 2014). La colonisation par la souche probiotique Bacillus
subtilis CSL2 a normalisé le niveau du microbiote fécal et a augmenté les Lactobacilles chez
des poules pondeuses Hy-line Brown contaminées par Salmonella (Oh et al., 2017). La
supplémentation en probiotiques contenant Lactobacillus fermentum et Saccharomyces
cerevisiae chez les poulets de chair a amelioré I'efficacité alimentaire et le pourcentage des
lymphocytes T intestinaux (CD4+ et CD8+) (Bai et al 2013). La supplémentation continue en
probiotique a base de Bacillus a restauré le microbiote intestinal, a diminué la charge des
Salmonelles dans I’intestin et a augmenté le niveau de butyrate chez les oiseaux soumis a une

infection a S. typhimurium (Khan et al., 2020).

2.4.3.5. Synbiotiques ou symbiotiques
Les synbiotiques font référence a la combinaison synergique de prébiotiques et de
probiotiques, un concept utilisé pour la premiére fois par Gibson & Roberfroid, (1995). Dans

les symbiotiques, les prébiotiques sont utilises pour soutenir et entretenir les micro-organismes
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probiotiques en modifiant la microflore intestinale, améliorant finalement la capacité des
probiotiques a survivre et inhibant la colonisation de I'épithélium intestinal par des agents
pathogenes. La supplémentation en symbiotiques a montré des avantages significatifs pour les
animaux hodtes par rapport a [’utilisation séparée des prébiotiques et des probiotiques
(Khomayezi & Adewolé, 2022). L'Organisation des Nations Unies pour I'Alimentation et
I'Agriculture (FAQO) recommande d'utiliser le terme symbiotique uniquement si I’effet combiné

sur la santé est synergique (Pineiro et al., 2008).

Des exemples de symbiotiques incluent des combinaisons comme les fructo-
oligosaccharides avec les bifidobactéries et le lactitol avec les lactobacilles (YYadav et al, 2016).
La supplémentation synbiotique a été documentée pour améliorer les performances de
production et atténuer le stress thermique chez des poulets de chair. Les oiseaux nourris avec
des symbiotiques ont montré moins de comportements de stress thermique que les oiseaux
nourris avec un regime alimentaire régulier (Mohammed et al., 2018). La supplémentation en
symbiotiques contenant les Lactobacillus spp., de la levure Saccharomyces cerevisiae et
Iinuline ont montré un effet positif sur la prolifération des bactéries intestinales bénéfiques
comme Bifidobactérium spp. et Lactobacillus spp. chez les poulets de chair (S'liz" et al., 2020).
Des études ont porté sur I'effet de la supplémentation symbiotique sur les performances de
production, les parametres immunitaires et la charge des Salmonelles dans le caecum des poules
pondeuses infectées. Elles ont revelé une amélioration du gain en poids corporel, la production
d'ceufs par poule plus élevée, une diminution des charges caecales en Salmonelles dans la
colonisation caeacale et une augmentation des IgA biliaires anti-Salmonelles (Luoma et al.,
2017). En outre, les symbiotiques peuvent aider a moduler les organes lymphoides, a augmenter
la taille des follicules de la bourse et stimuler les immunoglobulines, améliorant ainsi
I'immunocompétence contre les infections a Salmonella typhimurium chez les poulets de chair
(Villagran-de la Mora et al., 2020). Ces résultats suggerent que les symbiotiques ont des effets
prometteurs et pourraient servir de candidats potentiels de croissance dans la production de

volaille.

2.4.3.6. Postbiotiques
Les postbiotiques sont des produits bactériens non viables ou des sous-produits
métaboliques, soit sécrétés par des bactéries vivantes, soit dérivées apres lyse cellulaire de
micro-organismes probiotiques, qui conférent des propriétés bénéfiques a 1’hote. En général,
les postbiotiques vont des Courtes Chaines d’Acides Gras (CCAG) aux enzymes, en passant
par les acides organiques (acide propionique et 3-phénylacétique), les peptides, les
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plasmalogenes, les vitamines, les acides teichoiques, et les muropeptides. Les postbiotiques
imitent les probiotiques dans leur mode d'action, sauf qu'ils ne sont pas vivants (Aguilar-Toala
etal., 2018). Les facteurs solubles sont obtenus a partir de micro-organismes probiotiques dans
les parois cellulaires et cytoplasme, tels que les Lactobacillus spp., Bifidobactérium spp.,
Bacillus spp., et Saccharomyces cerevisiae. Les postbiotiques profitent de I'néte en produisant
des effets immunomodulateurs, en diminuant le pH intestinal, en inhibant des bactéries
pathogenes dans I'intestin, en renforcant les propriétés antioxydantes, en améliorant la santé
intestinale, en protégeant l'intégrité de la barriére intestinale, et en améliorant les performances
de production (Abd EI-Ghany, 2020).Les postbiotiques les plus couramment utilisés sont des
métabolites avec des combinaisons produits par des souches de Lactobacillus plantaire (Van
Thu et al., 2011).

Chez la volaille, des recherches ont montré des effets positifs des postbiotiques sur
divers aspects de la santé et de la performance. Chez les poulets de chair exposés au stress
thermique, la supplémentation postbiotique obtenue a partir de Lactobacillus plantaire RI11 a
0,6% (v/w) a montré des effets positifs sur les génes liés a la santé de la barriére intestinale et
a réduit l'expression des genes de la protéine de choc thermique indiquant la fonction
antioxydante du postbiotique (Humam et al., 2021). Des performances de croissance accrues
ont également été observeés suite a 1’ajout de postbiotiques produits par L. plantaire sur des

poulets de chair maintenus dans des conditions de stress thermique (Humam et al., 2019).

2.4.3.7. Phytobiotiques

Les phytobiotiques sont des composés biologiquement actifs obtenus a partir de plantes
utilisées en production animale comme additifs alimentaires car ils offrent des bienfaits pour la
santé et favorisent la croissance de la production animale, y compris la volaille. Ces substances
bioactives issues des plantes comprennent majoritairement les saponines, les flavonoides, les
terpénoides et alcaloides (Yang et al.,, 2015). Ces composés auraient des propriétés
antioxydantes,  antivirales,  antimicrobiennes,  anticoccidiennes, antiparasitaires,
immunomodulatrices, et anti-inflammatoire (Mohammadi & Kim, 2018 ; Arain et al., 2022). Il
a été démontré qu’une supplémentation diétetique des aliments pour volailles avec de la poudre
dail (Pourali et al., 2010), du clou de girofle (Chalghoumi et al., 2013), de la poudre de menthe
poivrée (Asadi et al., 2017), et du gingembre (Mohamed et al., 2012) améliore les performances
globales de production, le taux de conversion alimentaire et le gain en poids corporel. D'autres
exemples de plantes utilisées comme phytobiotiques comprennent le cumin noir, le curcuma
(Ghosh et al., 2020), le calendula, 1’origan, le thé vert et le fenouil (EI-Ghany et al., 2020).
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Il a été rapporté qu’une supplémentation en phytobiotigue nommé Intebio dans le
régime alimentaire des volailles en croissance infectées par S. enteritidis aurait diminué la
réponse inflammatoire précoce via la régulation négative d'IL6, IL8L2, CASP6 et IRF7 ; ce qui
limite la colonisation du pathogéne. Laptev et al. (2019 ont découvert que la supplémentation
en huile essentielle d'origan dans I'eau potable inhibait et traitait les infections liées a S.
Pullorum et S. Gallinarum dans 1’élevage des poulets. De plus, ils ont indiqué que I’huile
essentielle d'origan utilisée en prévention était plus efficace comparativement a son usage a titre
curatif. Un régime contenant 40 a 80 mg/mL de l'extrait dail a révélé des propriétés
antimicrobiennes chez les poussins de chair infectés avec S. typhimurium en réduisant la
mortalité et en améliorant le poids corporel (Salem et al., 2017). Certains composés comme le
trans-cinnamaldéhyde et I'eugénol ont diminué la croissance de S. entéritidis et la colonisation
caecale chez les poulets de chair contaminés apres dix jours d'infection (Kollanoor-Johny et al.,
2012). De plus, il a été rapporté que la capsaicine naturelle dérivée du piment contréle 1’invasion
des organes internes (foie, rate) par S. Enteritidis chez les poules pondeuses infectées (Vicente
etal., 2007). Toutes ces études indiquent le grand potentiel des phytobiotiques comme substitut
antimicrobien contre les Salmonelles chez la volaille et son application dans les fermes

commerciales.

2.4.3.8. Bactériophages

Les bactériophages sont des virus qui infectent les bactéries et utilisent la machinerie
hote pour proliférer a ’intérieur de la cellule hote. Ces phages pénétrent leur ADN dans la
cellule héte et subissent une multiplication, suivie de la libération d'un grand nombre de
nouveaux bactériophages, conduisant finalement a la lyse de la bactérie pour libérer les
bactériophages descendants. Dans le cycle lysogéne, I'ADN du phage s'intégre dans le
chromosome bactérien et peut rester en dormance pendant un certain temps sans provoquer de
lyse cellulaire (Voyles, 1993). Les bactériophages sont utilisés comme alternatives aux
antibiotiques de par leur spécificité, leurs moindres effets secondaires et leurs innocuités pour
la flore normale de I'h6te (Igbal et al., 2016). Le traitement des carcasses de volaille
contaminées par S. Enteritidis avec un nombre plus élevé de bactériophages a pu réduire de
93% le pourcentage de bactéries (Higgins et al., 2005). L'application de cocktail de phages
(F1055S, F12013S) sur les ceufs intfectés par S. enteritidis lors de leur transfert des incubateurs
aux éclosoirs a réduit le transfert horizontal de Salmonelles (Henriques et al., 2013). De plus,
I'inoculation orale de phages de S. enteritidis et S. typhimurium a réduit la dépression, la perte

d'appétit et la diarrhée dans des Salmonelloses induites.
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Il'y a eu également une diminution significative de la colonisation caecale de
Salmonelles apres I'administration de phages chez les poussins infectés (Nabil et al., 2018).
Chez les poussins infectés par S. typhimurium multirésistant, une combinaison de phages a
amélioré le taux de survie des poussins de 100%. Cette combinaison a diminué la charge
bactérienne dans les organes internes mais n’a pas amélioré le gain en poids corporel, a rétabli
le microbiote intestinal (Hao et al., 2023). Ces données suggerent que le traitement aux
bactériophages pourrait améliorer le taux de survie des poulets infectés par les Salmonelles tout
en réduisant la colonisation bactérienne des organes internes. La faible efficacité des phages a
résister au pH acide gastrique chez des poulets lors de lI'administration orale a favorise la
technique d'encapsulation (Malik, 2021). Cependant, le principal inconvénient de la

phagothérapie est 1I’émergence de la résistance aux phages (Luong et al., 2020).
2.4.3.9. Vaccination contre Salmonella chez les volailles

2.4.3.9.1. Vaccin vivant atténué

Les vaccins vivants atténués, comme leur terme l'indique, sont des vaccins contenant
les agents pathogénes bactériens qui ont été rendus inactifs ou avirulents a l'aide des méthodes
d'atténuation (Tennant & Levine, 2015 ; Jia et al., 2020). Ces vaccins imitent une infection
naturelle car ils adherent a la muqueuse intestinale lorsqu'ils sont administrés par voie orale,
provoquant de puissantes réponses immunitaires humorales et a médiation cellulaire (Jia et al.,
2020). Chez les poussins nouvellement éclos avec un systéme immunitaire immature, ces
vaccins vivants favorisent la résistance a I’infection aux Salmonelles en inhibant la colonisation

intestinale (Van et al., 2005).

2.4.3.9.2. Vaccin tué ou inactivé

Les vaccins a base de bactéries tuées fabriqués a partir de préparations de bactéries
entiéres inactivées ont été largement utilisés pour contréler les infections liées a Salmonelle
chez la volaille. Les préparations de vaccins tués font intervenir la chaleur, le formaldéhyde,
I’acétone, I’oxyde d'éthyléne, le béta-propiolactone et les rayonnements ultraviolet ou gamma
(Rabie & Amin, 2020). Des études ont montré que les vaccins tués disponibles contre les
Salmonelles sont spécifiques a un sérovar. Il a été démontré que les vaccins tués conférent
principalement une immunité humorale et ne suscitent pas de fortes réponses immunitaires a
médiation cellulaire. Par conséquent, une vaccination de rappel est nécessaire pour une
protection a long terme (Singh, 2009 ; Deguchi et al., 2009). Malgré I’absence d’une solide
immunité a médiation cellulaire, les vaccins tués sont préférés aux vaccins vivants pour des

raisons de biosécurité et de sdreté (Acevedo-Villanueva et al., 2021).
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En plus, ces vaccins multivalents sont nécessaires pour contenir la propagation d’un

large éventail de sérovars de Salmonelle présents chez la volaille (Huberman et al., 2022 ;

Marouf et al., 2022).

2.4.3.9.3. Vaccins sous-unitaires

Les vaccins sous-unitaires, constitués d'antigénes, sont utilisés chez la volaille et sont
supposeés étre plus srs que les vaccins vivants atténués ou inactivés (Kang et al., 2022). Les
vaccins dérivés des protéines de la membrane externe et des protéines du flagelle de Salmonella
enterica serovar enteritidis avec des adjuvants ont été utilisés pour inhiber et tuer les bactéries
chez la volaille et pour induire une réponse immunitaire spécifique a l'antigéne spécifique
contre Salmonella. De plus, un vaccin trivalent a été évalué contre trois sérotypes de
Salmonelles. Ce vaccin a augmenté également les IgY sériques et a amélioré les performances

de production chez la volaille (Acevedo-Villanueva, et al., 2022).
3. Généralités sur le stress oxydatif

3.1. Stress oxydatif

Le déséquilibre entre les radicaux libres et les enzymes antioxydantes au sein des
cellules ou tissus vivants, conduisant a I’oxydation des lipides, des protéines et des acides
nucléiques, est une cause fondamentale du stress oxydatif. Il existe diverses sources de stress
dans le secteur de I'élevage commercial, allant des problémes environnementaux aux problémes
nutritionnels et de gestion qui compromettent les performances et la santé de la production
avicole. Ces Especes Réactives de I’Oxygene (ERO) sont nécessaires dans les cellules en petites
quantités car elles fonctionnent également comme molécules de signalisation pendant
I’homéostasie. Or, une production excessive de ces especes entraine un stress oxydatif. Il existe
un mécanisme dans les cellules vivantes pour réduire le nombre d’espéces oxydatives grace a
I’¢élimination physiologique. De nombreuses espéces réactives de l'oxygene telles que le
superoxyde et le peroxyde d'hydrogene sont produites au cours du métabolisme de I'oxygéne.
Lorsque le mécanisme antioxydant au sein des cellules vivantes s'affaiblit, la production de
radicaux libres augmente dans le cadre du métabolisme physiologique de I'oxygéne (Estévez,
2015). C’est pourquoi il est important que 1’équilibre soit maintenu au sein des cellules grace
au bon rapport entre la formation et I’élimination des oxydants. A cet égard, différentes
enzymes de récupération, notamment la superoxyde dismutase (SOD), la glutathion peroxydase
(GPX) et la catalase, assurent la réduction des espéces réactives de I'oxygéne (Lin et al., 2006).

La SOD catalyse I'anion superoxyde des radicaux tandis que lI'enzyme catalase le décompose
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en Hx0 et Oy, et I'enzyme GPX réduit les hydroperoxydes lipidiques grace a I'ajout de glutathion
(Loyau et al., 2015). D’autre part, les espéces réactives de 1’azote (ERN) sont produites au cours
du métabolisme de I’oxyde nitrique et s’expriment uniquement dans des régions intestinales
spécifiques. Les radicaux libres d'oxyde nitrique aident le fonctionnement cellulaire en matiére
d'immunomodulation et de neurotransmission, mais leur surproduction est mortelle pour la

muqueuse intestinale (Altan et al., 2003).

3.2. Stress oxydatif dans I’élevage des poulets
3.2.1. Facteurs responsables du stress oxydatif dans I’élevage des poulets

3.2.1.1. Stress oxydatif d0 a une température ambiante élevée

La température ambiante élevée est 1’'un des facteurs de stress environnementaux les
plus étudiés et discutés, ce qui est considéré comme un défi important pour le secteur avicole
commercial dans les régions chaudes du monde. Dans la production avicole, le stress thermique
est principalement associé a une consommation alimentaire réduite, une croissance médiocre,
une mortalité élevée et une qualité de viande compromise (Hashizawa et al., 2013). Une
température ambiante élevée crée un déséquilibre pro-oxydant et oxydant en augmentant la
production de pro-oxydants et déclenche un stress oxydatif (Gonzalez-Rivas et al., 2020). Les
oiseaux soumis a un stress thermique ont montré des changements sans précédent dans la
microstructure de l'intestin gréle. Ils présentaient une profondeur de crypte et une hauteur de
villosités réduites de l'intestin gréle, ce qui endommageait la capacité d'absorption de I'intestin
gréle (Marchini et al., 2011). En dehors de cela, les poulets élevés sous un stress thermique
cycligue ont présenté des lésions épithéliales, une apoptose et une hyperperméabilite,
conduisant a I’entrée de bactéries de la région intestinale dans le systeme circulatoire sanguin.
Le stress thermique stimule I'nypothalamus du poulet, I'axe hypophyso-surrénalien, ce qui
entraine un taux élevé de glucocorticoides sériques dans le sang qui réduit successivement la
consommation alimentaire, la prise de poids, le poids relatif des organes immunitaires et
I'immunité naturelle. Ce dysfonctionnement neuro-immunitaire modifie davantage les barriéres
immunitaires intestinales, permettant aux micro-organismes infectieux de migrer a travers la
muqueuse entérique et de générer un infiltrat inflammatoire. L'inflammation de l'intestin
entraine une réduction de I'absorption des nutriments et entrave par conséquent la prise de poids
(Zhao et al., 2017).
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3.2.1.2. Stress oxydatif d0 a un dysfonctionnement des
mitochondries

Chez les organismes vivants, I’énergie cellulaire est générée dans les mitochondries par
phosphorylation oxydative. Ce processus de production d’énergie repose principalement sur
I’action bien organisée de quatre complexes enzymatiques respiratoires. Au cours de ce
processus physiologique normal de production d’énergie, pres de 1 a 4 % (Costantini, 2019) de
I’oxygene ne se transforme pas en eau. Cependant, il génere de I'oxygéne réactif en raison de
la fuite d'électrons lors des complexes I et Il des chaines respiratoires. Les cellules sont
équipées de voies de dismutation efficaces ; c'est-a-dire que CuzZnSOD agit dans la zone
intermembranaire (également présente dans le cytosol) et MnSOD agit dans la matrice pour
réduire le superoxyde en peroxyde dhydrogéne (H20.). En présence d'ions ferriques et
cuivreux, H202 est souvent encore réduit au groupe tres réactif et dangereux (OH° ; réaction de
Fenton). Contrairement & O>° et OH®, H20- diffusera dans le cytoplasme via des membranes,
entrainant de nouvelles réactions moléculaires retirées du site d'assemblage et atteignant ensuite
de nouvelles cellules et tissus. La transmission aux cellules et tissus voisins se produira tres
rapidement a travers plusieurs centimétres de tissu en une fraction de seconde
(Costantini, 2019). On pense que dans les conditions physiologiques traditionnelles, cette
génération d’espeéces d’éléments chimiques réactifs (ROS) n’est finalement pas nocive et est

fermement contrdlée par les mécanismes de défense antioxydants.

En dehors de cela, le stress thermique favorise 1’activité de la phospholipase A2
intracellulaire (PLA2) et de I’acide arachidonique en présence de Ca®" intracellulaire chez le
poulet de chair (Soares et al., 2003). Cette activité enzymatique est un facteur inducteur pour
initier la détérioration de la viande en augmentant significativement les réactions de
peroxydation. Cette oxydation plus élevée des lipides et la production relative excessive d'acide
arachidonique dans les échantillons de viande ont corroboré I'nypothese précédente selon
laquelle I'activité PLAZ était directement liée a I'apparition du syndrome (Soares et al., 2009).
Pour résumer, une température ambiante élevée induit des enzymes pro-oxydantes qui agissent
sur les membranes phospholipidiques libérant de I'acide arachidonique et des
lysophospholipides, ce qui peut potentiellement affecter la libération de Ca 2* du réticulum
sarcoplasmique (Cheah et al., 1986). La présence dacide arachidonique en quantite
substantielle dans la viande PSE révéle son réle potentiel dans I'endommagement des

membranes cellulaires. Des résultats antérieurs révelent I'importance de l'activité de la
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phospholipase A2 sous I'élévation de Ca2+ en tant que facteur déclenchant qui initie des

processus dégénératifs intracellulaires dans le muscle squelettique (Soares et al., 2009).

3.2.1.3. Stress oxydatif di aux toxines présentes dans les aliments

Dans certains cas, les aliments pour volailles sont contaminés par un large éventail de
substances adultérantes telles que la saleté, les produits chimiques, les micro-organismes, les
toxines environnementales et fongiques, et sont considérés comme nuisibles a la santé et aux
performances de celles-ci. Dans des conditions physiologiques normales, la muqueuse de
I’intestin et les protéines de jonction serrée présentes parmi les cellules épithéliales empéchent
I’absorption de ces adultérants. Malheureusement, le stress oxydatif modifie ce mécanisme de
défense en altérant le processus cellulaire normal dans ’intestin. Les mycotoxines sont
produites par divers champignons communément appelés moisissures, notamment I'aflatoxine,
la zéaralénone, le déoxynivalénol, la fumonisine, les trichothécenes et I'ochratoxine.
L'exposition de l'une de ces toxines aux cellules épithéliales intestinales induit un stress

oxydatif.

Des études ont montré que la toxicité chronique provoquée par les mycotoxines
endommage gravement I'immunité et l'intégrité intestinale des volailles (Wu et al., 2017).
L'exposition a long terme a ces mycotoxines induit la production d'Especes Réactives de
I'Oxygene (ERO), qui a leur tour modifient la signalisation au niveau cellulaire, alterent la
capacité antioxydante et l'intégrité intestinale. L'exposition continue aux toxines rend
I'épithélium intestinal hyperperméable. Toutes les mycotoxines intensifient 1’apoptose
cellulaire et affectent la santé et la production des volailles.

L'arsenic est une autre toxine mortelle, largement présente dans l'eau, les aliments pour
animaux et I'environnement. Il est potentiellement toxique et provoque des effets hostiles sur la
digestion et I'absorption des nutriments, entrainant des pertes potentielles de croissance des
volailles. Une toxicité étendue et a long terme de I'arsenic provoque une peroxydation lipidique,
réduit les antioxydants et active par conséquent l'apoptose dans les tissus du poulet
(Zhao et al., 2017). La toxicité de l'arsenic combinée aux traces de cuivre déclenche le

gonflement et I'annihilation de la muqueuse intestinale (Wang et al., 2018).

Le mauvais systeme de ventilation des poulaillers est responsable de 1’accumulation
d’ammoniac dans le hangar, rendant 1’air contaminant. Les poulets ne peuvent pas respirer
confortablement, ce qui entraine une détresse respiratoire et un stress oxydatif, réduisant

finalement I'efficacité de la production des volailles (Miles et al., 2004). L'exposition chronique
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a I'ammoniac entraine de nombreux problémes de santé et compromet le bien-étre des poulets
de chair (Feng-Xian et al., 2012). La capacité d’absorption de I’intestin dépend uniquement du
nombre et de la taille des villosités. Les poulets de chair soumis & une concentration élevee
d’ammoniac ont une hauteur de villosités courte et une profondeur de crypte réduite entre les
différentes sections de I’intestin gréle. L'ammoniac a des implications négatives sur le
fonctionnement et le développement des organes immunitaires chez les poulets, compromettant
ainsi I'absorption des nutriments et le systeme immunitaire (Feng-Xian et al., 2012). Une autre
étude a montré que la toxicité de I'ammoniac augmente I'activité de la créatine kinase et diminue
I'activité serique de la T-SOD, exercant ainsi un stress oxydatif et I'apoptose de la structure

muqueuse (Zhang et al., 2015).

3.2.1.4. Stress oxydatif et microbiote intestinal

Dans la production de poulets de chair, le systeme digestif, y compris le Tractus Gasto
Intestinal (TGI), joue un réle crucial car I'efficacité alimentaire et le taux de croissance optimal
sont directement liés au systéeme digestif. Le TGI est principalement composé de microbiote
qui comprend plusieurs micro-organismes tels que des bactéries, des protozoaires et des
champignons. Cette population du microbiote varie selon les différents segments du TGl
(Gabriel et al., 2006). Lorsque 1’épithélium intestinal interagit avec le microbiote, il induit la
génération des ERO, qui fonctionnent comme une signalisation cellulaire dans des conditions
physiologiques normales. Les jonctions serrées entre I'épithélium intestinal agissent comme des
barriéres et protéegent l'intestin de I'oxydation (Ulluwishewa et al., 2011). Des études ont
rapporté que I’interaction de la muqueuse avec le microbiote intestinal et ses toxines induit une
tension oxydative. La coccidiose est l'une des principales maladies parasitaires des volailles.
Eimeria est un autre parasite pathogene responsable du stress oxydatif et des dommages a la
barriére épithéliale dis au dysfonctionnement des jonctions serrées. Les oiseaux infestés par ce
parasite présentent une consommation alimentaire réduite, une absorption moyenne des
vitamines et un faible taux de croissance (Naidoo et al., 2008). La charge environnementale
influence aussi les cellules épithéliales intestinales et stimule de la méme maniére les bactéries

intestinales.

3.2.2. Stratégies de réduction du stress oxydatif
Comme indiqué précédemment, une mauvaise digestion et absorption des nutriments
génere des especes réactives qui déséquilibrent le statut redox de la muqueuse intestinale et
conduisent a la défaillance du systéme antioxydant. En outre, le stress oxydatif endommage la

mugqueuse intestinale, entrave ’efficacité digestive et I’absorption des nutriments et influence
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négativement la croissance moyenne des animaux (Yara et al., 2013). La supplémentation
alimentaire en nutriments ayant des propriétés antioxydantes réduit les radicaux libres
intestinaux et aide a préserver la muqueuse intestinale. Il est donc indispensable de formuler
une alimentation économique et appropriée contenant des agents antioxydants pour atténuer le
stress oxydatif. 1l a été rapporté que la supplémentation en vitamines E et C aide les poulets a
lutter contre le stress oxydatif et a renforcer le fonctionnement immunitaire de ceux-ci (Min et
al., 2018). L'acide alpha-lipoique, a la fois gras et soluble dans I'eau, est un puissant antioxydant
et constitue un bouclier contre les dommages oxydatifs dans le Tractus Gastro Intestinal de la
volaille (EI-Senousey et al., 2018). De nombreuses études suggérent qu’une supplémentation
en vitamine E dans I’alimentation prévient 1’oxydation des lipides et qu’il est bénéfique d’éviter
la décoloration de la viande. Outre 1’oxydation et la décoloration des lipides, la vitamine E
permet également d’évitrer des pertes économiques par écoulement de la viande de poulet dans
un environnement stressant. La combinaison de micronutriments anoxydants, notamment le
magnésium, le zinc, le sélénium et les vitamines, peut principalement protéger la qualité de la
viande de la détérioration induite par le stress oxydatif (Ismail et al., 2013 ; Guo & Dalrymple,
2017). 1l a été rapporté que la méthionine et le sélénium donnent des résultats positifs en cas de

stress oxydatif, car ils préservent la capacité de rétention d'eau et la pigmentation de la viande.

La supplémentation alimentaire en composés polyphénoliques présente une activité
antioxydante efficace (Gerasopoulos et al., 2015). Equol est également un composé antioxydant
obtenu a partir de l'isoflavonoide daidzéine, une isoflavone de soja qui peut freiner la charge
oxydative induite par les ERO (Liu et al., 2006). En effet, Equol protege I'épithélium intestinal
contre le stress oxydatif en améliorant I'expression des génes antioxydants, en renforcant le
fonctionnement des enzymes antioxydantes et en améliorant la capacité antioxydante (Lin et
al., 2016). L'inclusion de composés phénoliques dans la volaille s'est avérée efficace dans la
lutte contre le stress oxydatif lors de la production et de la transformation de la viande de
volaille. De nombreuses plantes sont riches en composés phénoliques comme les écorces de
pomme, les catéchines du thé, les marcs de raisin, les graines de pois, les feuilles de romarin et
différents légumes. Ces plantes sont de puissants antioxydants ; leur supplémentation dans
I’alimentation pourrait améliorer la digestion des poulets de chair. Ce sont des sources
naturelles d’antioxydants et des études suggérent que ces plantes phytogenes sont beaucoup

plus puissantes que les antioxydants synthétiques.
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3.3.1. Mécanisme cellulaire et moléculaire

Les radicaux étant trés réactifs, ils peuvent endommager les trois classes importantes de

molécules biologiques ; notamment les acides nucléiques, les lipides et les protéines.

3.3.1.1. Mécanisme au niveau des acides nucléiques

3.3.1.1.1. Acide Désoxyribonucléique (ADN)
Les Especes Réactives de 1’Oxygene (ERO) peuvent endommager les acides nucléiques par
oxydation. L’ADN mitochondrial est plus vulnérable a I’attaque des ERO que I’ADN nucléaire
car il se trouve a proximité du site de génération de celles-ci. Les ERO et le radical hydroxyl
(OH") réagissent directement avec tous les composants de I’ADN, tels que les bases puriques et
pyrimidiques, le squelette du sucre désoxyribose et provoquent un certains nombres

d’altérations, y compris des cassures simples et double brins dans I’ADN.

3.3.1.1.2. Acide Ribonucléique (ARN)
Les Espéces Réactives de 1’Oxygene peuvent attaquer différents ARN produits dans
I’organisme. L’ ARN est plus sujet aux dommages oxydatifs que I’ADN, en raison de sa nature
monocaténaire, de I’absence de mécanisme de réparation actif par I’ARN oxydé, d’une
protection moindre par les protéines que I’ADN ; de plus, ces ARN cytoplasmiques sont situés
a proximité des mitochondries ou des charges d’Espéces Réactives de I’Oxygene sont produites.
(Estévez, 2015).

3.3.1.2. Mécanisme au niveau des lipides
Les lipides membranaires, en particulier les résidus d’acides gras polyinsaturés des
phospholipides sont plus sensibles a 1’oxydation par les radicaux libres. La peroxydation des
lipides est tres importante in vivo en raison de son implication dans diverses conditions
pathologiques. Cette oxydation des lipides entraine une perte de fonctionnement des
membranes par une diminution de la fluidité, I’inactivation des enzymes et des récepteurs liés
aux membranes. La peroxydation des lipides est déclenchée lorsqu’un radical libre attaque et

préléve I’hydrogene d’un groupe methylene (CH2) dans un acide gras (Estévez, 2015).

3.3.1.3. Mécanisme au niveau des protéines
L’oxydation des protéines peut étre induite par des espéces radicales tels que I’hydroxyl et le
peroxyl, comme par des especes non radicalaires tels que le peroxyde d’hydrogéne et 1’ozone.
Les Espéces Réactives de 1’Oxygeéne oxydent différents acides aminés présents dans les
protéines provoquant la formation de liaisons transversales protéines-protéines, entrainant ainsi

la dénaturation et la perte de fonctionnement des protéines, la perte d’activité enzymatique, la
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perte de fonction des récepteurs et des protéines de transport. L ’attaque des différents acides
aminés par les Especes Réactives de 1’Oxygeéne entraine la formation de différents produits

d’oxydation tels que tryptophane et la kynurémie (Estévez, 2015).

3.3.2. Méthodes d’étude du stress oxydatif
Un grand nombre de techniques ou de méthodes d’étude actuellement utilisables pour évaluer
le stress oxydatif ont fait I’objet de publications. Toutefois, ce domaine de la biologie n’a pas
encore été étudié avec la rigueur et le souci de standardisation et d’optimisation des méthodes.
Par ailleurs, il existe des difficultés inhérentes a cette exploration, liées a la rapide fugacité des
espéces radicalaires, a I’oxydabilité des parametres redox, ainsi qu’a la localisation de ce stress
dans un type donné de cellules dans un tissu sain. Cependant, I’exploration du statut radicalaire

peut se faire par trois méthodes (Costantini, 2019) :

- lamesure de la production de radicaux (statut prooxydant) ;
- lamesure des capacités de défense (statut antioxydant) ;
- la mesure de I’étendue des désordres biochimiques spécifiques résultant d’un

déséquilibre entre la balance antioxydants / prooxydants.
4. Généralités sur la résistance aux antibiotiques

4.1. Définition d’un antibiotique
Par définition, un antibiotique est une substance antibactérienne d'origine biologique, produite
soit par des micro-organismes (champignons microscopiques et bactéries), soit par synthese
chimique (synthétiques, semi-synthétiques). C’est une molécule capable soit d'inhiber la
croissance d’un microorganisme donné (effet bactériostatique) soit de le tuer (effet bactéricide).
En pratique clinique, un antibiotique est caractérisé par une action spécifique sur les germes
visés sans perturber le fonctionnement des cellules hotes (Kouamé, 2023). On distingue

plusieurs mécanismes d’action des antibiotiques :

antibiotiques actifs par inhibition de la synthese des précurseurs du peptidoglycane ;

antibiotiques actifs par inhibition du transfert des précurseurs de la paroi bactérienne ;

antibiotiques actifs sur la synthese protéique ;

antibiotiques actifs sur le métabolisme des acides nucléiques et de leurs précurseurs ;

- antibiotiques actifs sur la membrane plasmique des bactéries.
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4.2. Utilisation des antibiotiques dans les élevages de volaille

Les antibiotiques sont largement utilisés aussi bien en médecine humaine qu’en médecine
vétérinaire. Cependant, 1’utilisation abusive et excessive des antibiotiques dans 1’aviculture,
dans un but métaphylactique (traitement du lot entier d’animaux quand certains sont malades),
prophylactique (a titre préventif) ou comme promoteur de croissance est a la base de
I’émergence du phénoméne de résistance des souches bactériennes a ces molécules
(Eckert et al., 2007). En 2012, une enquéte réalisée sur I’emploi des antibiotiques dans des
fermes en Cote d’Ivoire, a montré une utilisation abusive de plusieurs familles d’antibiotiques ;
notamment les cyclines (oxytétracycline), les sulfamides, les fluoroquinolones et les

Blactamines (Kouamé, 2023).

4.3. La résistance des bactéries aux antibiotiques

L’antibiorésistance ou résistance aux antibiotiques est la capacité que possedent ou
qu’acquiérent certaines especes microbiennes, a pouvoir survivre et méme a se développer en
présence d’antibiotiques. La résistance des bactéries aux antibiotiques est soit naturelle, soit
acquise. La résistance naturelle d’une espéce ou d’un genre est une caractéristique propre,
appartenant a I’ensemble des souches de cette espéce ou de ce genre, quelles qu’en soient les
conditions d’isolement. Elle est toujours transmissible a la descendance (transmission
verticale), car portée par le chromosome, alors que la transmission horizontale est tres rare ou
inexistante. La résistance naturelle détermine les phénotypes « sauvages » des especes
bactériennes vis-a-vis des antibiotiques. La résistance acquise ne concerne, elle, qu’une
proportion plus ou moins importante, variable dans le temps, de souche d’une espéce ou d’un
genre ; elle existe grace a I’acquisition de mécanismes de résistance qui déterminent un
phénotype bien précis de résistance, différent du phénotype sauvage caractérisant les souches
n’ayant pas acquis ce mécanisme. Ces mécanismes sont mieux connus par rapport a ceux de la
résistance naturelle. La résistance acquise, souvent médiée par un support génetique faisant
partic d’un élément mobile (plasmides, transposon), a la faculté d’étre transmissible
horizontalement, parfois méme entre des espéces différentes (rles dans les épidémies). La
transmission verticale est egalement possible, mais elle est genéralement aléatoire en 1’absence
d’une forte pression de sélection antibiotique.

Les bactéries ont développé, tant sur le plan biochimique que génétique, de nombreux
mécanismes de résistance a ces molécules. Un antibiotique agit du fait de son affinité pour une
cible vitale pour la bactérie. Sa fixation spécifique inhibe le fonctionnement de cette cible. La

cible des antibiotiques est en genéral une enzyme ou une structure clé impliquée dans la
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synthese de la paroi, des acides nucléiques, des protéines ou de la membrane cytoplasmique.
On dénombre généralement trois principales catégories de mécanismes de résistance des micro-

organismes aux antibiotiques (Kouamé, 2023).

4.3.1. Mécanismes de résistance des bactéries aux des antibiotiques
4.3.1.1 Reéduction de la perméabilité ou apparition de systémes d’efflux
La baisse de la perméabilité concerne surtout les bactéries a Gram négatif (membrane externe)
dont les porines s’obturent partiellement ou totalement ou alors disparaissent. Le passage peut
également étre ralenti consécutivement a certaines mutations touchant le lipopolysaccharide
qui, de ce fait, diminue 1’accessibilit¢ des antibiotiques aux porines sur 1’extérieur de la
membrane externe. Des modifications dans la membrane cytoplasmique peuvent également étre
mises en cause beaucoup plus rarement (ex : les mutants « respiratoires » résistants aux
aminosides par modification des systémes de transport). Les systémes d’efflux sont constitués
de protéines particuliéres jouant le role de pompe a extrusion, utilisant une force proton-motrice
et expulsant I’antibiotique dés qu’il apparait dans la cellule bactérienne. Ces systemes ont déja
été décrits chez plusieurs especes, E. coli et P. aeruginosa entre autres. Ils peuvent concerner
des antibiotiques trés variés, tels les fluoroquinolones, le chloramphénicol, les tétracylines, les

B-lactamines. Ils peuvent constituer des systemes de résistance multiple (Kouamé, 2023).

4.3.1.2. Modification de la cible de ’antibiotique
Ce type de résistance peut aller jusqu’a I’absence de cible. Il s’agit alors d’une résistance
naturelle ; c’est le cas par exemple, de la résistance des mycoplasmes, dépourvus de
peptidoglycane, aux béta-lactamines. On cannait également la mauvaise affinité naturelle des
céphalosporines pour les PLP d’entérocoques, parmi d’autres exemples. En termes de résistance
acquise, on peut observer une modification partielle de la nature de la cible, une modification
du nombre (hyperproduction), un changement total (nouvelle cible), parfois une association de
plusieurs de ces mécanismes. Ces modifications se font soit par mutation(s) dans les genes

codant pour la cible de 1’antibiotique, soit par acquisition de génes étrangers (Kouamé, 2023) :

Mutations :
e Résistance acquise aux fluoroquinolones par modification de ’ADN gyrase ou de

la topoisomérase IV.
e Résistance des mycobactéries a la streptomycine, a la rifampicine, aux microlides
par modification du ribosome ou de I’ARN polymérase

e Résistance acquise de S. aureus a la méticilline (PLP2 — PLP2a).
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Acquisition de genes exogenes :
e Résistance acquise des pneumocoques aux béta-lactamines.

e Résistance acquise des entérocoques aux gycopeptides, etc...

4.3.1.3. Inactivation de ’antibiotique.

C’est le mécanisme le plus fréquent en pathologie infectieuse. Il peut s’agir d’une destruction
de I’antibiotique, telle I’hydrolyse des béta-lactamases, ou d’une modification de la molécule
par ajout de radicaux telles les estérifications des aminosides par les aminosides-
phosphotransférases (APH), nucléotidyltransférases (ANT), acétyltransférases (AAC).

4.4, Bactéries multirésistantes « BMR »

Le probléme majeur de la résistance aux antibiotiques est lié aux « Bactéries Multirésistantes
aux antibiotiques » (BMR). Les BMR sont définies comme des micro-organismes ayant
accumulé des résistances acquises a aux moins trois familles d‘antibiotiques. La multirésistance
est une étape qui précede I’impasse thérapeutique. Cela concerne aussi bien les infections
nosocomiales que les infections communautaires. Les conséquences en sont tres nombreuses,
dont une augmentation de la morbidité et de la mortalité, un accroissement des co(ts des soins
de santé et la nécessité d’utiliser des médicaments plus cotliteux et souvent plus toxiques. De
nombreuses infections résistent méme a la grande majorité des antibiotiques disponibles sur le
marché (Kouamé, 2023). Ce sont environ un demi-million de nouveaux cas de tuberculose
résistante a la rifampicine (tuberculose-RR) recensés dans le monde, dont la grande majorité
présente une tuberculose multirésistante (tuberculose-MR), une forme de tuberculose qui est
résistante aux deux antituberculeux les plus puissants qui sont la rifampicine et I’isoniazide
(OMS, 2022). Selon un rapport sur la résistance aux antibiotiques, si rien ne change, la
résistance aux antibiotiques pourrait étre responsable de 10 millions de morts par an en 2050
(OMS, 2022). Les BMR les plus souvent détectées en microbiologie par ordre de fréquence
sont les Entérobactéries avec les béta-lactamases a spectre étendu ou élargi (BLSE), les
Staphylococcus aureus méticilline-résistant ou SARM et I’Entérocoque Enterococcus faecium
vancomycine résistant ou VRE. La résistance aux bactéries qui concerne aussi bien les bactéries
a gram positif que les bactéries a gram négatif, constitue un réel probleme de santé publique.
L’absence d’étanchéité entre les écosystémes animal - Homme - environnement aggrave
souvent le risque de dissémination de la résistance aux antibiotiques. Les préoccupations de
plus en plus soulevées actuellement, sont 1’utilisation systématique des antimicrobiens dans la
production d’aliments pour les animaux. Plusieurs especes bactériennes sont des réservoirs de

genes de résistance aux antibiotiques du fait de leur capacité d'acquérir des génes portés par des
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plasmides, des transposons ou d'autres éléments genétiques mobiles et de les transporter vers
d'autres especes, directement de 1'animal & I’Homme ou indirectement via I’alimentation. Les
modalités d’acquisition d’'une BMR sont doubles. Tout d’abord, ’acquisition peut étre
endogene dite verticale, par sélection d‘un mutant résistant au sein de la flore bactérienne
commensale. Cette sélection se fait a la faveur d‘un facteur favorisant, principalement les
antibiotiques qui sélectionnent les souches résistantes au sein de cette flore, de par une pression
dite de sélection. La seconde modalité d‘acquisition est dite exogéne ou horizontale, c‘est-a-
dire par transmission croisée entre le réservoir et 1’hdte soit directement, soit par ‘intermédiaire
d’un vecteur (manuporté, aérien etc.). La notion de réservoir est capitale et dépendante du type
de pathogéne. Le réservoir peut étre humain, formé de porteurs connus ou méconnus, animal

ou environnemental (Kouamé, 2023).
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DEUXIEME PARTIE :
MATERIEL ET METHODES
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1. Matériel

1-1. Matériel biologique
1.1.1. Matériel végétal
Le matériel végétal était constitué des feuilles de Anogeissus leiocarpus (Figure 4).
Elles ont été récoltées a Lataha, village situé dans le département de Korhogo en mars 2022 et
authentifiées par le Centre National de Floristique de 1’Université Felix HOUPHOUET-
BOIGNY de Cocody-Abidjan.

1.1.2. Animaux d’élevage
Pour cette étude, des poussins de chair de race COBB 500, 4gés d’un jour, ont été fournis

par I’entreprise locale ’Ferme Ouattara Ali Nanan Issa’” (FOANI) (Figure 5).

1.1.3. Souches microbiennes

Deux souches bactériennes multirésistantes de Salmonella typhimurium d’origine
aviaire ont fait I’objet de cette étude. Elles ont été fournies par 1’Unité de Microbiologie du
Laboratoire de Biotechnologies, de L’UFR Biosciences de 1’Universit¢ Félix Houphouét-
Boigny de Cote d'lvoire (Tableau I11).

1.1.4. L’oxytétracycline (Molécule de référence)

L’oxytétracycline (OTC) est un antibiotique a large spectre, principalement actif contre
les bactéries a Gram positif et négatif, aérobies et anaérobies, ainsi que contre les mycoplasmes,
les chlamydiae et les rickettsies. Des résistances acquises a I’oxytétracycline, habituellement
d’origine plasmidique, ont été rapportées. Une résistance croisée a d’autres tétracyclines est
possible. Un traitement continu avec de faibles doses d’oxytétracycline peut aussi entrainer une
résistance accrue a d’autres antibiotiques (Kouamé, 2023). L’oxytétracycline agit par inhibition
de la synthése protéique et entraine par conséquent, un arrét de la croissance de la culture
bactérienne. L’activité de cet antibiotique, principalement bactériostatique, implique une
pénétration de la substance dans la cellule bactérienne qui s’exerce a la foi par diffusion passive
et active. L’absorption de cette molécule est de 1’ordre de 48 % chez les volailles ; mais cette
biodisponibilité peut étre diminuée par la présence d’aliments dans [’estomac avant
I’administration du médicament, qui se fait notamment par voie orale et apres dilution dans
I’eau de boisson des animaux. En effet, I’oxytétracycline forme des chélates insolubles avec

des cations tels que le calcium (Ca2") et le magnésium (Mg2*).
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En 2012, une enquéte réalisée sur I’emploi des antibiotiques dans des fermes en Cote d’Ivoire,
a montré une utilisation abusive de plusieurs familles d’antibiotiques ; notamment les cyclines
(oxytétracycline), les sulfamides, les fluoroquinolones et les Blactamines. Dans la présente
étude, nous avons choisi I’oxytéracycline comme antibiotique de référence, en raison de sa large
utilisation dans les élevages de poulets de chair et de poules reproductrices d’une part ; et du
fait que de nombreux cas de résistance acquise aient déja été signalés a propos de cette
molécule, d’autre part (Kouame, 2023).

1.2. Matériel technique

1.2.1. Milieux de culture

Les milieux utilisés comprenaient :
- des bouillons et géloses Mueller-Hinton pour 1’étude des activités antisalmonelles ;
- de I’eau peptonnée tamponnée utilisée pour le pré-enrichissement ;
- bouillon Rappaport de Vassiliadis utilisé pour I’enrichissement sélectif des Salmonelles ;
- la gélose sélective Hektoen, milieu de choix pour I’isolement des Entérobactéries
entéropathogenes. Ce milieu contient des sels biliaires qui assurent la survie et favorisent la
croissance des Salmonelles méme fragiles. 1l a été utlisé pour I’isolement et 1’identification des
colonies de Salmonelles ;
- portoir réduit de Leminor compose de quatre milieux : Kigler-hajna, citrate de Simmons,

Mannitol-mobilité, urée-indole.

1.2.2. Matériel d’élevage
L’espace d’élevage, situé sur la ferme d’un particulier dans la commune de Bingerville,
a été divisé en quatre (04) grands compartiments pour recevoir chacun un lot de vingt cing (25)
poussins. Les poussins ont été élevés au sol. Chaque compartiment recouvert de téle, fait en
bois et en grillage contenait des abreuvoirs et des mangeoires ordinaires d’élevage de poulets.
1.2.3. Autres matériels
Plusieurs petits réactifs, solvants, matériels qu’on peut retrouver dans un laboratoire de
biologie et pharmacologie des substances ont été utilisés dans cette étude. Il s’agit entre autres
de : réactifs de Dragendorff et de Valser Mayer, réactif de Stiasny, éthanol, coton hydrophile,
eau distillée, chloroforme, chlorure ferrique, bain Marie, acétate de sodium, solution
d’ammonium, acétate d’éthyle, huile d’olive, acide sulfurique, papier Whatman, étuve de type
Med Center Venticell, boites de Pétri, Anse de platine, Balance de précision, des gants jetables

et toute la verrerie nécessaire.
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Figure 4 : Anogeissus leiocarpus (source : la présente étude)

a : Feuilles ; b : Feuilles avec inflorescences ; ¢ : Tronc
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Figure 5 : Poussins d’¢élevage autour d’une mangeoire

Tableau 111 : Origine et profils antibiotiques des souches de S. typhimurium étudiées

Souches de Origine Profils antibiotiques
Salmonella

testées

Salmonella | fientes des poulets de | AMP-CHL-STR-SUL-TE-AUG-CTX-CIP-NA
typhimurium chair

N°1
Salmonella | fientes des poulets de AMP-CHL-STR-SUL-TE
typhimurium chair
N°2

AMP : ampicilline, CHL : chloramphénicol, STR : streptomycine, SUL : sulfamides, TE : tétracycline, AUG :
amoxicilline- acide clavulanique, CTX : cefotaxime, CIP : ciprofloxacine, NA : acide nalidixique.
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2. Méthodes

2.1. Tri phytochimique et évaluation des activités antisalmonelles in vitro des

extraits aqueux et hydroéthanolique 70% de Anogeissus leiocarpus

Pour cette étude, ce sont deux souches multirésistantes de Salmonella typhimurium
d’origine aviaire avec des profils antibiotiques différents qui ont subi I’effet de deux extraits
issus de Anogeissus leiocarpus. Il s’agit des extraits aqueux et hydroéthanolique 70% de
Anogeissus leiocarpus. Par la suite, un screening phytochimique a été réalisé en vue de

déterminer les différentes familles de métabolites secondaires que renferment ces deux extraits.

2.1.1. Préparation des extraits aqueux et hydroéthanolique 70% de
Anogeissus leiocarpus
Les feuilles de Anogeissus leiocarpus ont été lavées, découpées et séchées a 1’abri du
soleil pendant deux semaines. Une fois séchés, ces éléments végétaux ont été broyés. Ainsi,
100 g de cette poudre ont été délayés dans 1 litre d’eau distillée. Le mélange a été homogénéisé
a la température ambiante du laboratoire a 1’aide d’un agitateur magnétique pendant 24h.
L’homogénat obtenu a été filtré successivement deux fois sur du coton hydrophile puis une fois
sur du papier Whatman (3 mm). Le volume du filtrat obtenu a été réduit a I’aide d’une étuve de
type Med Center Venticell a 50°C pour donner une poudre qui constitue I’extrait total aqueux.
La méme opération a été réalisée en utilisant en lieu et place de I’eau distillée, de
I’éthanol 70% (éthanol-eau distillée : 70/30 (v/v)), pour obtenir I’extrait hydroéthanolique 70%
(Zirihi et al., 2003). Les deux extraits végétaux obtenus ont été conservés au refrigérateur pour

la suite des essais (Figure 6).
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Résidu

Figure 6 : Préparation de I’extrait aqueux de Anogeissus leiocarpus (Zirihi et al., 2003).

Matériel et méthodes

100 g de poudre de
Anogeissus leiocarpus

|

Macération dans 11 d’eau distillée a
température ambiante sous agitateur
magnétique pendant 24 h

|

Filtration (2 fois) sur coton hydrophile
puis sur papier Whatman (3 mm)

|

Filtrat

!

Evaporation a I’aide d’une
étuve de type Med Center
Venticell a 50°C

!

Extrait aqueux de Anogeissus
leiocarpus

44



Matériel et méthodes
|

2.1.2. Méthode de préparation des milieux de culture

Les milieux de culture ont été préparés selon les recommandations du fabricant.

Mueller Hinton: 38 g/l d’eau distillée. La poudre a été ajoutée a la quantité d’eau
correspondante et le mélange homogéneisé puis chauffé jusqu’au début de 1’ébullition. Ensuite
I’homogénat a été stérilisé a I’autoclave a 121°C pendant 15 min. Apres refroidissement les

géloses ont été coulées dans des boites de Pétri. Les géloses ont une épaisseur de 4 millimetres.

2.1.3. Préparation des suspensions bactériennes de Salmonella
typhimurium multirésistantes
Les inoculas bactriens ont eté préparés en homogenéisant deux (2) colonies jeunes de
18 h chaque souche de Salmonella typhimurium Multi-R dans 10 mL de bouillon Mueller-
Hinton. Aprés une incubation d’environ 3 heures a 37°C, 0,1 mL du bouillon a été rajouté a 10
mL de bouillon Mueller-Hinton stérile pour constituer un inoculum & 108 bactéries/mL avec
une turbidité de 0,5 Mac Farland.

2.1.4. Test de sensibilité des souches de Salmonella typhimurium aux
extraits aqueux et hydroéthanoliques 70%

Ce test est basé sur la détermination des zones d’inhibition de croissance. La méthode
utilisée était celle des puits a I’emporte-piéce dans la gélose Mueller-Hinton. Ainsi, comme
dans la réalisation classique d’un antibiogramme, nous avons ensemencé la gélose par
inondation (inoculum & 10° bactéries/mL). Ensuite, des puits de 6 mm de diamétre ont été
réalisés dans la gélose Mueller-Hinton. Puis chaque puits a été rempli avec 80 pL d’extrait
végetal de concentration 200 mg/mL en prenant le soin de séparer les puits d’au moins 20 mm
(Kuete et al., 2004 ; Bssaibis et al., 2009). Aprés une prédiffusion de 45 minutes a température
ambiante sous la hotte, I’ensemble a été incubé a I’étuve a 37°C pendant 18 heures. Apres
I’incubation, I’action des extraits a été appréciée par la mesure des diametres de zone

d’inhibition de croissance (absence de colonies) autour des puits.

2.1.5. Détermination des Concentrations Minimales Inhibitrices et
Bactéricides des extraits aqueux et hydroéthanoliques 70%
2.1.5.1. Détermination des concentrations minimales inhibitrices
des extraits de plantes
Par définition, la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) est la plus faible
concentration pour laquelle I’extrait est capable d’empécher le développement ou la croissance

d’un microorganisme donné. Les différentes CMI ont été déterminées en milieu liquide dans
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des tubes a hemolyse stériles. La CMI d’un extrait vis-a-vis d’une souche donnée correspond

a la plus petite des concentrations ne montrant aucune croissance visible du germe a I’ ceil nu.

Pour ce faire, des gammes de concentrations des différents extraits a tester ont été
préparées dans huit (8) tubes a hémolyse numérotés de 1 a 8. La CMI a été recherchée par la
méthode de double dilution en milieu liquide. Dix millilitres (10 mL) de chaque extrait
concentré a 400 mg/mL ont été préparés et stérilisés a I’autoclave a 121°C pendant 15 min. Pour
chaque extrait, une gamme de concentrations stérile, allant de 400 a 3,12 mg/mL a été préparee
dans des tubes a hémolyse. De méme, pour chagque souche bactérienne, un inoculum dont la
turbidité a été ajustée a 0,5 McFarland (soit 108 UFC/mL), dans du bouillon Muéller-Hinton a
été préparé. Ensuite, 1 mL d’inoculum bactérien a été ajouté a 1 mL d’extrait végétal de
concentration bien définie selon la gamme de concentrations préparées. Chaque extrait a subi
alors une dilution de moitié et la gamme de concentrations s’étalait comme suit : 200 ; 100 ;
50; 25;12,5;6,25; 3,12 et 1,56 mg/mL.

Un tube témoin de croissance contenant 1 mL d’eau distillée stérile et 1 mL d’inoculum
; puis un tube témoin de stérilité contenant 1 mL d’eau distillée stérile et 1 mL de bouillon
Mueller-Hinton stérile, ont été également préparés. L’ensemble des tubes ainsi préparés a été
incubé a 37°C, pendant 18 heures. Aprés incubation, la croissance bactérienne dans chaque
tube, qui se traduit par une turbidité du milieu a été observée. La CMI correspondait alors a la

plus petite des concentrations ne montrant aucune croissance bactérienne visible a 1’ ceil nu.

2.1.5.2. Détermination de la Concentration Minimale Bactéricide
(CMB) des extraits de plante
La concentration minimale bactéricide se définit comme étant la plus faible dose capable
de tuer le microorganisme. Apres 1’encensement des tubes lors de la détermination des CMI,
’inoculum a 108 UFC/mL a servi a la réalisation d’un témoin de bactéricidie. A 1’aide d’une
anse calibrée de 10 pL, les dilutions 10°, 10, 10?2, 103 et 10 de I’inoculum, correspondant
respectivement a 100%, 10%, 1%, 0,1% et 0,01% de survivants ont été ensemencees en bande
sur une gélose Mueller-Hinton en boite de Peétri, incubée ensuite & 37 °C pendant 24 h.

Apreés la lecture de la CMI, des repiquages des tubes sans croissance visible ont été effectués
en bandes de 5 cm sur une gélose Mueller-Hinton neuve. Ces repiquages ont été ensuite incubés
a 37°C pendant 24 h ; aprés I’incubation les bandes ont été comparées au témoin de bacteéricidie.
En pratique, la CMB correspond a la plus petite concentration dont le repiquage montre une

croissance de germe inférieure ou égale au nombre de colonie observé a la dilution 10,
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2.1.5.3 Evaluation de I’effet bactéricide ou bactériostatique des
extraits
Le rapport CMB/CMI permet de préciser le mode d’action d’une substance selon
(Fauchére & Awvril, 2002). Lorsque le rapport CMB/CMI est inférieur ou égal a 2, la substance
est dite bactéricide. Par contre, si ce rapport est supérieur a 2, la substance est dite

bactériostatique.

2.1.6. Tri phytochimique des extraits aqueux et hydroéthanoliques 70%
de Anogeissus leiocarpus
Les deux extraits aqueux et hydroéthanolique 70%, étudiés pour leurs activités
antisalmonelles ont subi un tri phytochimique basé sur les tests de précipitation et/ou de
coloration afin de mettre en évidence en leur sein la présence ou 1’absence des groupes de

métabolites secondaires.

2.1.6.1. Recherche des alcaloides

Les méthodes classiques de caractérisation des alcaloides qui précipitent avec les
réactifs de Dragendorff, Valser-Mayer et Bouchardat, sont les plus utilisées pour mettre en
évidence ces composés. Nos tests ont été réalisés avec les réactifs de Dragendorff et de Valser-
Mayer. L’extrait (0,5 g) a été dissout dans 10 mL de solution d’alcool et I’ensemble a été laissé
au bain marie bouillant pendant 3 minutes puis filtré. A 5 mL du filtrat réceueilli ont été ajouté
2 mL d’ammonium dilué au Y%. Les alcaloides ont été par la suite extraits par ajout de 5 mL de
chloroforme. La phase chloroformique résultante a été récupérée dans un tube dans lequel 10
mL d’acide acétique ont été ajoutés. La solution finale ainsi obtenue a été repartie dans deux
tubes a essai. Dans le premier tube, deux gouttes de réactif de Dragendorff ont été ajoutées.
L’apparition d’un précipité marron-rougeétre a indiqué la présence des alcaloides.
Dans le deuxieme tube, deux gouttes de réactif de Valser-Mayer ont été additionnées.
L’apparition d’un  précipité blanc créme indique une  réaction  positive
(Savithramma et al., 2011).

2.1.6.2- Recherche des polyphénols et des tanins

Les polyphénols sont des composés qui possédent plusieurs groupements phénols et
hydroxyles. Pour la mise en évidence des polyphénols : 0,5 g de chaque extrait a été dissout
dans 10 mL d’eau bouillante contenu dans un tube. La solution obtenue a été par la suite filtrée.
A 2 ml de filtrat a été ajoutée une goutte d’une solution de chlorure ferrique a 0,1%. Le chlorure
ferrique provoque en présence de dérivés polyphénoliques 1’apparition d’une coloration bleu-

noiratre ou verte-marron. Pour la mise en évidence des tanins catéchiques : 5 mL d’extrait ont
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été évaporés a sec dans une capsule en porcelaine au bain de sable. A ce résidu, a été ajouté 15
mL du réactif de Stiasny. L’ensemble a été porté au bain-marie a 80°C pendant 30 minutes.
L’observation de précipité en gros flocon apres refroidissement indique la présence de tanins
catéchiques. Pour la recherche des tanins galliques : la solution précédente a été filtrée et saturée
a ’acétate de sodium. L’addition de 3 gouttes de FeClz a 2% provoquant une coloration bleu-

noire a indiqué la présence des tanins galliques dans le milieu (Touré et al.,2011).

2.1.6.3- Recherche des flavonoides

Les flavonoides sont des pigments jaunes trés répandus chez les végétaux supérieurs ;
ils existent sous forme d’hétérosides dont la génine est dérivée du noyau benzo-pyrone. Trois
méthodes ont été utilisées pour mettre en évidence les flavonoides. La premiére a consisté a
recueillir 1 mL de filtrat d’extrait auquel a été ajouté 2 a 3 gouttes de solution d’ammonium.
L’apparition d’une coloration jaune a indiqué la présence des flavonoides. Pour la deuxiéme
méthode, 5 mL d’ammonium dilué au % ont été additionnés a 5 mL de filtrat. L addition
complémentaire de 1 mL d’acide sulfurique concentré intensifie une coloration jaune qui
indique la présence des flavonoides. La derniére méthode a consisté a dissoudre 0,5 g d’extrait
dans 10 mL d’acétate d’éthyle puis I’ensemble a été porté au bain marie bouillant pendant 3
minutes. Le mélange a été par la suite filtré. 4 mL de filtrat ont été ainsi recueillis dans un tube
dans lequel a été ajouté 1 mL de solution d’ammonium dilué au %. La solution résultante a été

agitée et ’apparition d’une coloration jaune justifie la présence des flavonoides.

2.1.6.4- Recherche des saponosides
Les saponosides sont des hétérosides a génine stéroidiques ou triterpéniques doués de
propriétés tensioactives. L’extrait (0,5 g) a été mis dans un tube a essai en présence de 5 mL
d’eau distillée. Apres avoir agité verticalement pendant quelques minutes, la hauteur de la
mousse a été mesurée. Une hauteur de mousse supérieure a 1 cm indique la présence de
saponosides. L’ajout supplémentaire de trois gouttes de I’huile d’olive suivi d’une agitation
engendre une émulsion (Touré et al., 2011).
2.1.6.5- Recherche des glycosides cardiotoniques
Une quantité d’extrait a été reprise dans 2 mL d’acide acétique glacial a laquelle a été
additionnée une goutte de FeCls et 1 mL de I’acide sulfurique concentré. Aprés quelques
minutes, il s’est développée une coloration marronne indiquant la présence des glycosides

cardiotoniques (Savithramma et al.,2011).
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2.1.6.6- Recherche des stérols et polyterpenes

Une quantité (9 mL) de I’éthanol a été ajoutée a 1 g de I’extrait puis I’ensemble a été
agité pendant 5 minutes. La solution obtenue a été par la suite filtrée et concentrée jusqu’a
atteindre un volume de 2,5 mL. Ensuite, 5 mL d’eau distillée ont été additionnés a la solution
concentreée.
Le mélange obtenu a été gardé pendant une heure et filtré. Au filtrat recueilli dans un tube
a essai, ont été ainsi ajoutés 2,5 mL de chloroforme. 0,5 mL de la phase chloroformique a été
ajouté dans un autre tube auquel a été additionné prudemment 1 mL de 1’acide sulfurique
concentré le long du tube. La présence des stérols est positive s’il y a apparition a 1’interphase
d’un anneau marron-rougeatre. Pour la mise en évidence des terpénes, 0,5 mL de phase
chloroformique a €té récupéré puis évaporé a sec puis dissout dans 3 mL d’acide sulfurique.

L’apparition d’une coloration grise indique la présence des terpénes (Savithramma et al.,2011).

2.2. Détermination des teneurs en composés phénoliques et évaluation des
activités antioxydantes in vitro des extraits de Anogeissus leiocarpus

2.2.1. Détermination des teneurs en composés phénoliques des extraits
aqueux et hydroéthanolique 70% de Anogeissus leiocarpus

2.2.1.1. Détermination des teneurs en polyphénols totaux

La méthode de Wood et al. (2002) a été utilisée pour le dosage des polyphénols totaux
: un volume de 2,5 mL de réactif de Folin-Ciocalteu dilué au dixiéme a été ajouté a 30 uL
d’extrait végétal. Le mélange a été maintenu pendant 2 minutes dans I’obscurité a température
ambiante, puis 2 mL de solution de carbonate de sodium (75 g.I"!) ont été ajoutés. Ensuite, le
mélange a été placé pendant 15 minutes au bain-marie a 50 °C, puis refroidi rapidement.
L’absorbance a été mesurée a 760 nm, avec de 1’eau distillée comme blanc. Une droite
d’étalonnage a été réalisée avec 1’acide gallique a différentes concentrations. Les analyses ont
été réalisées en triple, et la concentration en polyphénols a été exprimée en milligramme

¢quivalent acide gallique par gramme d’extrait (mg EAG/g d’extrait).

2.2.1.2. Détermination des teneurs en flavonoides totaux
Le dosage des flavonoides a été réalisé selon la méthode décrite par Marinova et al.
(2005). En effet, dans une fiole de 25 mL ; 0,75 mL de nitrite de sodium (NaNO) a 5 % (m/v)
ont été ajoutés a 2,5 mL d’extrait. Au mélange, 0,75 mL de chlorure d’aluminium (AlCls) a 10
% (m/v) ont été additionnés, puis 1I’ensemble a été incubé pendant 6 minutes a I’obscurité. Une
fois ce temps écoulé, 5 mL de soude (NaOH 1 N) y ont été ajoutés et le volume a été complété

a 25 mL. La préparation a été vigoureusement agitée avant le dosage des flavonoides totaux a
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510 nm au spectrophotometre UV-visible. Une droite d’étalonnage a été réalisée avec la
quercétine a différentes concentrations. La teneur en flavonoides totaux de I’extrait a été
exprimée en milligramme équivalent quercétine par gramme d’extrait (mg EQ/g d’extrait). Les

essais ont éte réalisés en triple.

2.2.2. Evaluation des activités antioxydantes in vitro des extraits aqueux et
hydroéthanolique 70% de Anogeissus leiocarpus
Trois méthodes, présentant I’avantage d’étre fiables et faciles d’utilisation, ont été
choisies pour évaluer I’activité antioxydante in vitro, de nos extraits de plantes a savoir :
I’activité contre le radical libre 2, 2’-diphényl-1-picrylhydrazyle (DPPH) qui mesure la capacité
d’un antioxydant a fournir un électron et les méthodes utilisant le pouvoir réducteur des ions
ferriques (FRAP) et la capacité des composés a réduire le radical-cation Acide 2,2’-azinobis-3-

éthylbenzothiazoline-6-sulfonique ( ABTS+°).

2.2.2.1. Mesures de P’activité antiradicalaire par DPPH

La mesure de I’activité antiradicalaire des deux extraits de plantes a été effectuée par le
test au 2, 2’-diphényl-1-picrylhydrazyle (DPPH) selon la méthode de Parejo et al. (2000). Une
gamme de concentrations (0-200 pg/mL) d’extrait de plantes ou de 1’acide gallique
(antioxydant de référence) a été préparée. Un volume de 2,5 mL de cette solution, a été mélangé
a 2,5 mL de DPPH (100 uM) préparé dans du méthanol. Aprés homogénéisation, le mélange a
été incubé a la température ambiante (25 °C) a I’abri de la lumiére. Aprés 15 min d’incubation,
I’absorbance est lue a 517 nm contre un « blanc » qui ne contient que du méthanol. Le

pourcentage d’inhibition du radical DPPH a été calculé selon 1’équation suivante :

Inhibition du DPPH (%) = (1- (DO essai / DOblanc)) x 100 )

La Clsp est la concentration d’extrait de plante responsable de 50 % d’inhibition des

radicaux DPPH. Elle est déterminée sur le graphique représentant le pourcentage

d’inhibition du DPPH en fonction des concentrations des extraits et de 1’acide gallique.

2.2.2.2. Test ’ABTS
Cette méthode est basée sur la capacité des composes a réduire le radical-cation ABTS+°
(Acide 2,2’-azinobis-3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique). Le test a été réalisé selon la
méthode décrite par Choong et al. (2007). Le radical-cation ABTS°+ a été produit par réaction
de 8 mM ABTS (87,7 mg dans 20 mL d’eau distillée) et 3 mM de persulfate de potassium
(0,0162 g dans 20 ml eau distillée) dans un ratio 1 :1 (v/v). Le mélange a été ensuite incubé a
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I’obscurité a température ambiante durant un temps variant de 12-16 heures. Cette solution
d’ABTS®+ a été diluée avec du méthanol de sorte a obtenir une solution dont 1’absorbance a été
de 0,7 + 0,02 a 734 nm. Ainsi, une prise d’essai de 3,9 mL de cette solution diluée d’ABTS°+
a été ajoutée a 100 pL du composé a tester. Apres agitation, le mélange a été incubé pendant 6
min a ’obscurité (T=30+2°C). L’absorbance résiduelle du radical ABTS+° a été ensuite
mesurée a 734 nm au spectrophotometre UV-visible et devrait étre comprise entre 20 % et 80
% de I'absorbance du blanc. Les essais ont été réalisés en triple et les résultats ont eté exprimés
en umol Trolox équivalent par litre d’extrait (umol TE/L). Une droite d’étalonnage a été
réalisée avec les concentrations suivantes de Trolox : 0,375uM ; 0,5uM ; 0,625uM ; 1uM ;
1,125uM, 1,375uM et 1,5uM et le taux d’inhibition (% I) de I’ABTS®+ a été exprimé comme
suit (1) :

% | = [(Abscontrdle — Absextrait) / Abscontrole] x 100 @)

Abscontréle = absorbance ABTS dilué,
Absextrait = absorbance ABTS dilué + échantillon

Par ailleurs, la concentration ou I’activité antioxydante a proprement dite est déterminée selon

la relation suivante :
(nMéq Trolox) =(%lxfd) / ((4,99%10)) (3)

2.2.2.3. Chélation du fer par le test de FRAP

La capacité chélatrice des différents extraits est mesurée selon la méthode de Le et al.
(2007). Des solutions d’extraits et de I’antioxydant de référence (EDTA 500 pL) ont été
initialement mélangées avec 100 pL de FeCl> (0.6 mM dans I’eau distillée) et 900 uL de
méthanol. Aprés 5 min, 100 pL de Ferrozine (5 mM dans le méthanol) ont été additionnés au
milieu réactionnel. Le mélange a été bien agité puis laissé pour réagir pendant 10 min a
température ambiante permettant ainsi la complexation du fer résiduelle et la formation d’un
chromophore rouge (Fe (I1)-Ferrozine) ayant un maximum d’absorption a 562 nm. Le contrdle
négatif contient tous les réactifs a I’exception de 1’échantillon a tester qui a été remplacé par un
volume égal de méthanol. Les lectures ont été effectuées a 562 nm contre un blanc de méthanol.
L’effet séquestrant des échantillons vis-a-vis du fer est exprimé en pourcentage de chélation

selon 1’équation suivante :

% Chélation = [(Abs contréle — Abs test) / Abs contrdle] x 100 (4)
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2.3. Etude de la toxicité orale aigle des extraits de Anogeissus leiocarpus sur des poulets
de chair

La toxicité orale aigué des extraits aqueux et hydroéthanolique a été évaluée chez les
poulets de chair conformément a la ligne directrice 425 de 1’Organisation de Coopération et de
Développement Economique (OCDE, 2008) pour les essais des substances chimiques. Cette
étude expérimentale a été adaptée aux poulets de chairs de race COBB 500 utilisés dans notre
travail avec 1’autorisation du Comité National d’Ethique des Sciences de la Vie et de la Santé
de Cote d’Ivoire (CNESVS) (Kouame, 2023).

2.3.1. Principe de I'essai
Le principe de cet essai est basé sur un processus séquentiel, utilisant un nombre
minimum d'animaux par étape. Des informations suffisantes sur la toxicité aigué d’une
substance, peuvent étre obtenues pour permettre sa classification.

Pour chaque extrait, une dose déterminée de la substance a été administrée par voie orale a
un groupe d'animaux. Cette substance a été testée dans un processus sequentiel dans lequel trois
animaux sont utilisés a chaque étape. L'absence ou la manifestation de mortalité liée a la
substance dans un groupe ayant recu une dose a une étape donnée, détermine les autres étapes

suivantes :

- arrétde l'essai ;
- administration de la méme dose a trois animaux supplémentaires ;
- administration de la dose immédiatement supérieure ou inférieure a trois animaux

supplémentaires. (Figure 7).
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Administration d'une dose d’essai de 2000 mg/Kg de poids corporel a 3 sujets

{ Aucune mortalité } { Une (1) Mortalité } { Plus d’une (1) Mortalité }
v v
Arrét: Administration de la méme Administration de la dose
substance dite dose a trois animaux immédiatement inférieure a trois
non toxique supplémentaires animaux supplémentaires

Figure 7 : Réalisation de la toxicité orale aigué (OCDE, 2008)

2.3.2. Administration d’une substance d’essai

Pour cette étude, trois poussins agés de 21 jours, avec une masse vive moyenne connue
(850,128 g) ont éte utilisés dans cette expérimentation qui a duré 7 jours. Les poussins avaient
été acclimatés dans les conditions standards d’élevage. Pour cet essai, les animaux ont été
soumis a un je(ne pendant une durée de 18 heures. Apres la période de jedne, les animaux ont
été peses et les extraits leur ont été administrés oralement par gavage, a 1’aide d’une seringue
de 5 mL dépourvue de I’aiguille. Concrétement, trois millilitres (3 mL) d’eau distillée stérile
contenant 1700,256 mg d’extrait (2000 mg/kg pc) ont été administrés a chaque poussin. Des

sujets ayant recu uniquement de I’eau distillée par gavage ont servi de témoin.

Aprés le gavage, toute nourriture a été supprimée pendant 3 a 4 heures en dehors de
I’eau. Ensuite les sujets ont été nourris par 1’alimentation d’élevage fournie par la Société de
Fabrication d’aliments Composés Ivoiriens (SOFACI) et de I’eau jusqu’a la fin de

I’expérimentation.
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2.3.3. Observations du comportement

Apreés traitement, les animaux ont été observeés individuellement chaque heure pendant
les six premiéres heures apres administration des extraits. lls ont ensuite été observés
quotidiennement pendant les 7 jours apres I'administration des extraits (Kouamg, 2023).

Les observations portaient sur I'activité motrice et le comportement des sujets, a savoir
I’apparition de divers symptomes ou manifestations de tremblement, de toux, de convulsion, de
diarrhée, de léthargie, de sommeil, de coma et de mortalité.

Par ailleurs, une observation macroscopique de certains organes vitaux a été faite apres

autopsie a la fin de I’expérience : ceeur, foie, reins, poumons et rate.

2.4. Evaluation de Pefficacité thérapeutique de I’extrait aqueux de A. leiocarpus
Cette ¢tude a ¢été réalisée avec 1’extrait aqueux. Ce choix s’explique par le fait que les deux
extraits aient présenté le méme mode d’action (effet bactéricide), avec la méme valeur de CMB
sur la souche la plus résistante et des pouvoirs antioxydants sensiblement équivalents d’une
part, et du fait que I’ecau est le solvant le plus polaire, le plus courant, accessible et moins
onéreux d’autre part ; ceci dans la perspective de proposer un phyto-meédicament disponible,

facile a produire, efficace et moins cher.

2.4.1. Souche infectante
La souche de Salmonella typhimurium multi-résistante d’origine aviaire de profil
d’antibiorésistance large (AMP-CHL-STR-SUL-TE-AUG-CTX-CIP-NA) a été utilisée pour

induire la salmonellose chez les poussins. (Tableau IlI).

2.4.2. Méthode d’élevage
Cette partie de notre étude s’est déroulée dans une ferme située dans lacommune de Bingerville,
une sous-préfecture du district autonome d’Abidjan, limitée au Nord par la commune
d’Anyama, a I’Est par celle de Cocody et au Sud par la lagune Ebrié. La situation périphérique

et le climat font de Bingerville un site propice pour les activités agricoles et avicoles.

Pour I’étude expérimentale, 4 lots de 25 poussins de chair chacun ont été constitués (Figure 8).
- Lot 1: poussins non contamingés et non traités avec I’extrait végétal (NC-NT) ;
- Lot 2 : poussins contamines et non traités avec I’extrait végétal (C-NT) ;
- Lot 3 : poussins contamines et traités avec I’extrait végétal (C-T. extr) ;
- Lot 4 : poussins contaminés et traités uniquement avec un antibiotique usuel,
I’oxytétracycline (C-T.OTC). L’oxytétracycline est un antibiotique utilisé par de

nombreux éleveurs contre les diarrhées & salmonelles.
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Les lots de poussins non contaminés ont éte suffisamment eloignés des lots malades

pour éviter une éventuelle contamination horizontale entre eux. Au début de I’expérience, tous
les poussins de chaque lot ont été numérotés de 1 a 25 et pesés. De plus, un examen clinique a
¢été réalisé¢ dans chaque lot d’animaux afin de s’assurer qu’ils ne présentent aucun signe de
gastroentérite.
Tous les poussins ont été nourris de fagon identique avec I’alimentation classique d’élevage de
poulets de chair fournie par la Société de Fabrication d’Aliments Composés Ivoiriens
(SOFACI). Les différents lots de poussins ont recu les mémes quantités d’aliments bien
conditionneés dans des sacs propres de 25 kg.

Les animaux ont été manipulés selon les protocoles standards d'utilisation des animaux
de laboratoire. Les études ont été menées conformément aux lignes directrices éthiques du
Comité de Contrdle et de Surveillance des Expériences sur les Animaux telles que décrites dans
«les lignes directrices de la Communauté Européenne, directive CEE 86/609/CEE »

(CEE, 1986), sur I'utilisation des animaux pour la recherche scientifique (Kouame, 2023).

Figure 8 : Compartiments comportant les différents lots d’élevage

2.4.3. Préparation de I’inoculum bactérien
Pour induire la salmonellose chez les poussins, un inoculum a été préparé. Deux (2)
colonies jeunes de la souche de Salmonella typhimurium multi-résistante isolées sur gélose
Hektoen et dont les caractéres biochimiques ont été déterminés sur portoir rédiut de Leminor

ont servi a ensemencer 10 mL de bouillon Mueller-Hinton. Ce dernier a été ensuite incubé a
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37°C pendant environ 3 heures ; on a ainsi obtenu une préculture avec une charge bactérienne
estimée & 1,5.10° UFC/mL (Jean et al., 2019) (Figure 9).

2.4.4. Contamination des poussins.

Pour l'induction de la salmonellose dans les lots 2, 3 et 4, 1 mL de la suspension
bactérienne préparée a été administrée par voie orale a chaque poussin tout en maintenant le
bec fermé pendant quelques secondes pour éviter le rejet de I’inoculum (Jean et al., 2019).

Cette contamination des poussins s’est faite au huitieme jour de ’expérimentation

baptisé Jo, c’est-a-dire aprés une semaine d’acclimatation des poussins dans la ferme.

2.4.5. Traitement des poussins

Le traitement des poussins avec 1’extrait aqueux et 1I’oxytétracycline (OTC) acommenceé
le jour ou les premiers signes cliniques de la salmonellose sont apparus et a duré deux semaines
(14 jours). Ce traitement a été effectué selon la méthode décrite par Ouattara et al. (2005). Ainsi,
les poussins ont été traités tous les jours de la fagon suivante :
- chaque jour a 07 heures du matin, chacun des poussins du lot 3 arecu 1 mL de I’extrait aqueux
de Anogeissus leiocarpus a 25,5 mg/mL pour un poussin de 300 g (0,3 kg) de poids corporel
(soit 85 mg/kg pc) ;
- les poussins du lot 4 ont regu de 1’oxytétracycline (OTC). En effet, chaque poussin de ce lot a

recu 1 mL de cet antibiotique préparé a raison de 6 mg/mL (soit 20 mg/kg pc).

-
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Figure 9 : Identification de Salmonella pour préparation de I’inoculum

a: culture sur gélose Hektoen; b : aspect des milieux constitutifs du portoir réduit de leminor avant
identification ; ¢ : aspect des milieux constitutifs du portoir réduit de leminor aprés.
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2.4.6. Evaluation du pouvoir antimicrobien in vivo de I’extrait aqueux

2.4.6.1. Description des indices cliniques des poussins.

L’aspect des fientes des poussins a été observe et décrit quotidiennement de méme que
leur comportement. L’évolution de I’aspect de ces fientes a été suivie par la détermination du
taux d’humidité selon la méthode de Ouattara et al. (2005). Dans chaque lot, des prélevements
d’échantillons de fientes ont été réalisés a 1’aide d’une spatule stérile chaque jour. Ensuite, ces
fientes ont été pesées pour déterminer le poids humide (Ph). Apres la pesée, elles ont été placées
a I’étuve pendant 24 heures a 70°C. A I’issue de ce temps, les échantillons ont été peses a
nouveau en vue de déterminer le poids sec (Ps). Les pesées ont été faites a 1’aide d’une balance
électronique de précision. En faisant la différence entre le poids humide et le poids sec des

fientes, le taux d’humidité a ainsi été déterminé par la formule suivante :

Taux d’humidité = (Ph - Ps) x 100 / Ph 5)
Ph : poids humide des fientes ; Ps : poids sec des fientes

A la fin de I’expérimentation, le taux de mortalité¢ a été déterminé dans chaque lot.

2.4.6.2. Evaluation des charges bactériennes des feces des poussins
apres induction de la salmonellose

L'infection a été confirmée par I'apparition de signes cliniques tels que la diarrhée et
I'excrétion fécale de Salmonella. Pour suivre I'effet de I'extrait aqueux de Anogeissus leiocarpus
ainsi que I'efficacité du traitement, la quantité de colonies bactériennes présente dans les feces
des poussins a été évaluée selon le protocole suivant :

Les matiéres fécales fraiches de chaque lot de poussins ont été collectées dans des
flacons stériles avec une spatule propre tous les jours avant le traitement. Les prélevements ont
été réalisés selon des recommandations de I’Organisation Internationale des Epizooties (O.1.E)
pour la réalisation du prélévement et 1’expédition des échantillons pour le diagnostic de
laboratoire. Les féces de poussins ont été prélevés a la suite d’une observation macroscopique
qui visait a identifier ceux présentant les symptomes d’infection a Salmonella a travers certains

parametres tels que I’aspect et la couleur.

L’analyse bactériologique, utilisée pour I’isolement des salmonelles dans les feces des
poussins s’est faite selon la norme NF EN ISO 6579 (ISO-6579, 2002) comportant 4 étapes : le

pré- enrichissement, I’enrichissement, I’isolement et 1’identification biochimique.
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2.4.6.2.1. Pré-enrichissement

Une masse de 10 g de chaque prélevement a été introduite dans un flacon stérile de 120
mL, contenant 90 mL d’eau peptonée tamponnée. Ce flacon, contenant la culture de pré

enrichissement a été ensuite incubé a 37°C a I’étuve pendant 24h.
2.4.6.2.2. Enrichissement sélectif

La culture de pré-enrichissement a été prélevée a 1’aide de pipettes a usage unique de 1
mL. Un volume de 0,1 mL de culture de pré-enrichissement a été prélevé et rajouté a 10 mL de
Bouillon Rappaport de Vassiliadis. Les tubes contenant le Bouillon Rappaport de Vassiliadis

ont été ensuite incubés a I’étuve a 42 °C pendant 24 h.
2.4.6.2.3. Isolement

Il a consisté a ensemencer par la technique de stries d’épuisement, des géloses sélectives
Hektoen a partir des précédents bouillons enrichis. Les boites de Pétri contenant les géloses
sélectives ensemencées, ont été incubées a 37°C a 1’étuve pendant 24h. Les colonies
caractéristiques bleu-vert avec centre noir sur gelose Hektoen ont eté préelevées pour une
coloration de Gram ; la recherche de 1’oxydase et de la catalase a été effectuée en vue de

confirmer leur appartenance a la famille des Enterobacteriaceae.
4.4.6.2.4. Recherche d’autres caractéres biochimiques

La recherche des autres caracteres biochimiques a consisté & ensemencer un portoir
réduit de Leminor constituée de 4 milieux de culture ; a savoir les milieux Kligler-Hajna, urée-
indole, mannitol et le citrate de Simmons. Le tout a été incubé a 37 °C pendant 24 h. Ces milieux
ont été utilisés respectivement pour la mise en évidence de la fermentation ou non du glucose
et du lactose avec production ou non de gaz et d’hydrogene sulfuré, de la production ou non

d’uréase ou d’indole, de I’utilisation du mannitol et du carbone du citrate.

2.4.6.3. Détermination du gain de poids moyen des poussins
Les poussins ont été pesés individuellement avant 1’expérimentation (le jour de
I’inoculation des germes, soit & Jo) et durant I’expérimentation soit de J1 a Ji4. Les poids

moyens des poussins par lot ont été déterminés a partir de la formule suivante :

2P
Pm —_— ©)

N
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Pm = Poids moyen des poussins (g)/lot.
X Pi= Somme des poids individuels des poussins par lot (g).
N = Nombre de poussins par lot.
Ces poids moyens par lot ainsi calculés ont permis de déterminer les gains de poids

moyens des poussins par lot de fagon suivante :

GPm= ij - Pmp (7)

GPm = Gain de poids moyen (g)/lot
Pmj = Poids moyen du jour (g)
Pmp = Poids moyen précédent (g)
2.4.6.4. Détermination de I’indice de consommation alimentaire des
poussins
L’indice de consommation (I.C) se définit comme étant le rapport entre la somme des
quantités d’aliments consommeées et le gain de poids moyen.
Tous les matins, les mangeoires ont été vidées et le reste éventuel d’aliments non ingérés
par les animaux a été pesé. Ensuite, les poussins ont recu a nouveau une nouvelle ration. Ce qui

a permis de calculer la quantité d’aliment consommé quotidiennement de la fagon suivante :

Qac = Qs - Qr (8)

Qac = Quantité d’aliment consommée/jour/lot (g)
Qs = Quantité d’aliment servi (g)

Qr= Quantité d’aliment restant (g)

L’indice de consommation (I.C) a été obtenu selon la formule ci-dessous :

2 Qac
c= —2 | @

GPnm

Y Qac = Somme des quantités d’aliment consommeé/jours (g).

GPm = Gain de poids moyen (g)/lot

2.5. Pouvoir antioxydant de ’extrait aqueux
A la fin du traitement (J14), les poussins ont été mis a jeun pendant 12 h puis, plumes
et saignés. 5 mL de sang ont eté prélevés et collectés sur tube sec (sans anticoagulant) et
centrifugé a 3000 tr/min pendant 15 minutes. Ensuite, le sérum (surnageant) a été prélevé et

stocké a -18 °C avant l'analyse.
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De méme, 'homogénat de chaque organe (foie, rein, cceur, poumons et rate) a été dissout
dans une solution saline tamponnée au phosphate pour donner une concentration de 15 % (soit
15 g d’organe dans 100 mL de solution) et centrifugé également a 3000 tr/min pendant 15
minutes. Les surnageants issus de ces organes ont été collectés. Ces sérums et surnageants ont
été utilisés pour I'analyse des marqueurs biochimiques liés au stress oxydatif tels que la catalase
(CAT), la peroxydase (POD), I'oxyde nitrique (NO) et le malondialdehyde (MDA).

2.5.1. Mesure de ’activité de la catalase

La méthode de Dimo et al. (2006) a été utilisée pour évaluer I’activité de la catalase.
10 pL de sérum ou d'homogénat de tissus ont été ajoutés dans 150 uL. de tampon phosphate (pH
7.4). 40 uL de H202 (50 mM) ont également été ajoutés a ce mélange. Aprés 1 min, 400 pL de
bichromate de potassium (5 %) préparé dans de d'acide acétique (1%) a été introduit dans le
mélange réactionnel. Le mélange a été chauffé par la suite au bain-mari bouillant pendant 10
minutes et refroidi immédiatement. L'absorbance a ensuite été mesurée & 570 nm a l'aide d'un
spectrophotometre. Une unité de I’activité enzymatique de la catalase correspond a I’activité
nécessaire a la dégradation d’une millimole de peroxyde d’hydrogéne pendant une minute. Elle

a été exprimée en mmole/min par millilitre de sérum ou gramme de tissu.

2.5.2. Mesure de I’activité de la peroxydase

Le niveau de peroxydase a été déterminé dans les tissus comme décrit par Habbu et al.
(2008) avec de légéres modifications. Deux cent cinquante microlitres (250 puL) d’homogénat
d'organe ou de sérum ont été prélevés, auxquels ont été ajoutés 500 pL de solution de KI 10
(mM) et 500 pL d'acétate de sodium 40 (mM). L'absorbance du periodure de potassium a été
lue a 353 nm, ce qui indique la quantité de peroxydase. Ensuite, 10 pL de H2O, a 15 mM ont
été ajoutés et une modification de I'absorbance en 5 minutes a été enregistrée. Une unité de
I’activité enzymatique de la peroxydase correspond a la quantité d’enzyme nécessaire pour
changer la densité optique par unité et par minute. Elle a été exprimée en pmole/min par

millilitre de sérum ou gramme de tissu.

2.5.3. Dosage du monoxyde d’azote
Le niveau de nitrite, reflet de la production de monoxyde d’azote (NO), a été estimé en
utilisant le réactif de Griess. Des volumes égaux de 170 pL d’échantillon ou nitrite (nitrite de
sodium 0,1 M dans l'eau pour I'étalon courbe) et 170 pL de solution de sulfanilamide
(1% sulfanilamide dans 5% d'acide phosphorique) ont été mélangés et incubés a I'obscurité a

température ambiante pendant 5min.
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Aprés l'incubation, 170 pL de la solution de N-1-dichlorhydrate de
naphtyléthylénediamine (0,1% du N-1 dichlorhydrate de naphtyléthylenediamine dans I'eau) y
ont été ajoutés et ’ensemble a été incubé dans les mémes conditions que précédemment. La
concentration de NO a été estimée en mesurant I'absorbance a 520 nm au spectrophotométre et
les résultats ont été exprimes en micromoles de NO par gramme de tissu ou par millilitre de

sang en utilisant une courbe d'étalonnage du nitrite de sodium. (Jean- Baptiste et al. (2019).

2.5.4. Dosage du malondialdéhyde

Le malondialdéhyde (MAD) est un produit final de la peroxydation lipidique. En effet,
les teneurs de MAD peuvent étre utilisées pour évaluer le degré de peroxydation lipidique. Ainsi
la quantité de MAD a été mesurée dans les tissus ou sérum en utilisant I'acide thiobarbiturique
grace a la méthode modifiée de Serge et al. (2016). 50 pL d'homogénat de tissu ou serum 250
pL d'acide orthophosphorique a 1 % et 250 pL d'un mélange précipitant (c'est-a-dire 1 % d'acide
thiobarbiturique et 1% d'acide acétique) ont été mélangés. Le mélange obtenu a été
homogénéisé et chauffé au bain marie pendant 15 min et immédiatement refroidi. 1l a ensuite
été centrifugé a 3000 tr/min pendant 15 minutes et le surnageant a été récupéré puis lI'absorbance
a été mesurée a 532 nm a l'aide d'un spectrophotométre. La teneur de MAD a été calculée en
fonction du coefficient d'extinction molaire, et exprimée en termes de micromoles de MAD par

gramme de tissu ou par millilitre de sang.

2.6. Analyses statistiques

Les données ont ¢té soumises a I’analyse de variance sous le logiciel Graph Pad Prism
9.5.1. L’exploitation des résultats a été effectuée en utilisant I’analyse des variables (ANOVA)
et le test de comparaison multiple de Tukey pour la comparaison des moyennes. La différence
est considérée comme significative pour un niveau de probabilité p < 0,05. Une valeur de p
inférieure ou égale 0,05 a été considérée comme significative. Les différences statistiques (p
inférieure ou égale 0,05) sont signalées dans les tableaux par une étoile (*). Les différences
statistiques moyennement significatives (p inférieure ou égale 0,01) sont représentées par deux
étoiles (**). Les différences statistiques trés significatives (p inférieure ou égale 0,001) sont
représentees par trois étoiles (***) et les différences statistiques tres hautement significatives

(p inférieure ou égale 0,0001) par quatre étoiles (****).
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Résultats et discussion

1. Résultats

1.1. Tri phytochimique et évaluation des activités antisalmonelles in vitro des
extraits aqueux et hydroéthanolique (70%) de Anogeissus leiocarpus
1.1.1. Tests de sensibilité des souches de Salmonella typhimurium aux
extraits aqueux et hydroéthanolique (70%) de Anogeissus leiocarpus
Le tableau 1V présente les valeurs des diamétres des zones d’inhibition de croissance
des germes de Salmonella typhimurium testés vis-a-vis des extraits aqueux et hydroéthanoliques
70% de Anogeissus leiocarpus. Il y apparait que chacun des extraits préparés a eu une activité
bien définie sur la croissance des souches bactériennes étudiées. Les diamétres d’inhibition
étaient compris entre 13 et 22 mm. Ainsi, I’extrait aqueux a donné un diamétre d’inhibition de
13 mm sur Salmonella typhimurium N°1 et 19 mm sur la souche de Salmonella typhimurium
N°2. Face a D’extrait hydroéthanolique 70% de Anogeissus leiocarpus, les diametres
d’inhibition enregistrés étaient de 16 mm et 22 mm respectivement pour les souches de
Salmonella typhimurium N°1 et Salmonella typhimurium N°2.
La figure 10 présente des diamétres des zones d’inhibition de croissance par la méthode

de diffusion sur gélose Mueller-Hinton.

Tableau 1V : Diamétres d’inhibition des extraits de Anogeissus leiocarpus sur les souches de
Salmonella typhimurium

Souches Origine Profils antibiotiques Extrait  Extrait

de Salmonella aqueux hydroéthanolique
testées 70%

Salmonella fientes des poulets AMP-CHL-STR- 13mm 16 mm
typhimurium de chair SUL-TE-AUG-

N°1 CTX-CIP-NA

Salmonella fientes des poulets AMP-CHL-STR- 19mm 22mm
typhimurium de chair SUL-TE
N°2

AMP : ampicilline, CHL : chloramphénicol, STR : streptomycine, SUL : sulfamides, TE : tétracycline, AUG :
amoxicilline acide clavulanique, CTX : cefotaxime, CIP : ciprofloxacine, NA : acide nalidixique
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Figure 10 : Inhibition de la croissance de Salmonella en milieu gélose

Puits avec fond jaune : extrait aqueux ; puits avec fond sombre : extrait éthanolique, puits avec fond
transparent : témoin (eau distillée stérile)

1.1.2. Concentrations Minimales Inhibitrices et Bactéricides des extraits
aqueux et hydroéthanoliques 70% de Anogeissus leiocarpus

L’aspect des tubes pour la determination de la CMI est illustré par la figure 11. Les
valeurs des parametres antibactériens (CMI et CMB) ainsi que celles des rapports CMB/CMI
déterminées sont reportées dans le tableau V. Sur la souche de Salmonella typhimurium N°1,
I’extrait aqueux de Anogeissus leiocarpus a enregistré une Concentration Minimale Inhibitrice
(CMI) qui était égale a la Concentration Minimale Bactéricide (CMI = CMB = 25 mg/mL). Sur
cette méme souche de Salmonella typhimurium N°1, I’extrait hydroéthanolique 70% de
Anogeissus leiocarpus a donné une Concentration Minimale Bactéricide de 25 mg/mL qui est
le double de la Concentration Minimale Inhibitrice (12,5 mg/mL).

En présence, de la souche de Salmonella typhimurium N°2, la CMI de I’extrait aqueux
de A. leiocarpus a été de 12,5 mg/mL avec également une CMB de 12,5 mg/mL. Par contre,
I’extrait hydroéthanolique 70% de A. leiocarpus a donne une CMI de 6,25 mg/mL et une CMB
de 12,5 mg/mL sur ce germe de Salmonella typhimurium N°2.
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Toutefois, le rapport CMB/CMI de chaque extrait preparé et testés contre les deux souches de

Salmonella typhimurium étudiées était égal a 1 ou 2.

Par ailleurs, on retient de cette premiére étude que les deux extraits aqueux et
hydroéthanolique 70% ont donné des CMB de 25 mg/mL sur Salmonella typhimurium N°1
contre des CMB de 12.5 mg/mL sur Salmonella typhimurium N°2 (Figure 13).
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Tableau V. Parametres antibactériens comparés des extraits de Anogeissus leiocarpus sur les

souches de Salmonella typhimurium

Résultats et discussion

Souches de Profils Extraits de Anogeissus Parameétres antibactériens Rapport
Salmonella testées antibiotiques leiocarpus CMB/CMI Effet de
CMI CMB I’extrait
(mg/mL) (mg/mL)
Salmonella AMP-CHL-STR- Agueux 25 25 1 bactéricide
typhimurium N°1 SUL-TE-AUG- hydroéthanolique 70% 12,5 25 2 bactéricide
CTX-CIP-NA
Salmonella AMP-CHL-STR- Agueux 12,5 12,5 1 bactéricide
typhimurium N°2 SUL-TE
hydroéthanolique 70% 6,25 12,5 2 bactéricide

AMP : ampicilline, CHL : chloramphénicol, STR
Ciprofloxacine, NA : Acide Nalidixique.

: streptomycine, SUL : sulfamides, TE : tétracycline, AUG : amoxicilline-acide clavulanique, CTX : ceftriaxone, CIP :
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Figure 11 : Tubes présentant 1’évaluation de la croissance en milieu liquide

a :inoculum bactérien ; b : gammes de concentration des extraits

Figure 12 : Aspect d’une boite de petri ayant servi a la détermination des CMB
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Figure 13 : Effets antibactériens comparés des extraits de Anogeissus leiocarpus
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1.1.3. Tri phytochimie des extraits aqueux et hydroéthanoliques 70%
de Anogeissus leiocarpus
L’analyse phytochimique des extraits étudiés a revelé la présence de plusieurs
familles de métabolites secondaires dont les composés phénoliques, les glycosides
cardiotoniques, les saponines, les alcaloides, les stérols et terpénes mais pas de tanins
catéchiques. Néanmoins, ces métabolites secondaires sont repartis différemment au sein des
extraits aqueux et hydroéthanolique 70%. Ainsi, dans la présente étude, I’extrait
hydroéthanolique de Anogeissus leiocarpus contiendrait plus de composés phéenoligues,

notamment les flavonoides, comparativement a 1’extrait aqueux (Tableau V1).

Tableau VI : Triphytochimigue des extraits de Anogeissus leiocarpus

Composés recherchés  Test ou réactifs Résultat Résultat
éthanolique aqueux
Stérols et polyterpénes Liebermann + =
Polyphénols Chlorure ferrique + +
Flavonoides Solution d’ammonium ++ +
Saponosides Agitation vigoureuse + +
Glycosides Acide Sulfurique concentré + +

cardiotoniques

Dragendorff + +
Alcaloides Valser-Mayer + +
Catéchiques - -

Tanins
Galliques ++ +

(+) : Présence (++) : Forte présence
(-) : Absence
1.2. Teneurs en composés phénoliques et activités antioxydantes in vitro des
extraits aqueux et hydroéthanolique 70% de Anogeissus leiocarpus
1.2.1. Teneurs en composeés phénoliques de Anogeissus leiocarpus
Le dosage des polyphénols totaux des deux extraits issus des feuilles de Anogeissus

leiocarpus a montré que I’extrait hydro-éthanolique (E.HOH) et I’extrait aqueux (E.H.0)
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présentaient des concentrations sensiblement équivalentes en polyphénols totaux qui sont
respectivement de 608,41 mg EAG/g et 558,25 mg EAG/g (figure 14). Pour ce qui est des
flavonoides totaux, I’extrait hydro-éthanolique des feuilles de Anogeissus leiocarpus en est plus
riche (539,60 mg EQ/g) que I’extrait aqueux (388,95 mg EQ/q) (Figure 15).

8001
B E. HOH

500+ 3 E. H,0

400+
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T
E. HOH E. H,O

Extraits

Concentration
(mg Eq acide galliqgue / g d’extrait)

Figure 14 : Teneurs en polyphénols totaux des extraits de A. leiocarpus

E.HOH = extrait hydro éthanolique 70% ; E.H,O = Extrait aqueux
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Figure 15 : Teneurs en flavonoides totaux des extraits de A. leiocarpus
E.HOH = extrait hydro éthanolique 70% ; E.H20 = Extrait aqueux
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1.2.2. Activités antioxydantes in vitro des extraits aqueux et
hydroéthanolique 70% de Anogeissus leiocarpus
Pour une concentration de 100 pg/mL, le taux d’inhibition moyen du radical ABTS en
présence de I’extrait hydro-éthanolique 70 % était de 11,56 uM Eq Trolox/g alors qu’il était de
8,32 uM Eq Trolox/g avec I’extrait aqueux. Pour ces deux extraits, les taux d’inhibition obtenus
¢étaient beaucoup plus faibles comparativement a celui de I’acide gallique, 1’antioxydant de
référence qui a enregistré une valeur de 64,71 uM Eq Trolox/g (Tableau VII).
Les pourcentages moyens de chélation étaient de 31,93 + 0,078 % (extrait hydroéthanolique
70%) et 20,92 + 0,195 % pour I’extrait aqueux. Toutefois, ces valeurs sont nettement plus
faibles que celle obtenue avec I’antioxydant de référence (EDTA) dont la moyenne du
pourcentage de chélation a été estimée a 96,74 + 0,275 %. Ces résultats sont représentés

également dans le tableau VII.

Les résultats obtenus lors du test de mesure de la réduction du radical DPPH par nos
deux extraits sont représentés sur les figures 16 et 17. Les concentrations correspondant a 50 %
d’inhibition (Clso) pour les extraits hydro-éthanolique (4,4 pg/mL) et aqueux (6,0 pg/mL) de
A. leiocarpus sont supérieures a celle de I’antioxydant de référence (Acide gallique) qui était
de 3,6 pg/mL. La valeur de Clso étant inversement proportionnelle au pourcentage d’inhibition
du DPPH, une plus faible Clso correspond donc a une activité antioxydante plus élevée. Les
deux extraits ont donc montré des pouvoirs antioxydants intéressants mais relativement

inférieurs a celui de I’acide gallique (antioxydant de référence).

Tableau VII : Activités antioxydantes des extraits de A. leiocarpus par les méthodes de ABTS
et FRAP

Extraits/molécules Essais
de référence ABTS (UM Eq Trolox/qg) FRAP (% de chélation)
E.H20 8,32 £ 0,199 20,92 £ 0,195
E.HOH 11,56 + 0,535 31,93 £ 0,078
Acide gallique 64,71 £ 0,519 -
EDTA - 96,74 £ 0,275

E.HOH : extrait hydroéthanolique 70%, E.H20 : Extrait aqueux, - : Pas testé
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Figure 16 : Evolution de I’activité antiradicalaire par le test de DPPH

E.HOH : extrait hydroéthanolique 70%, E.H20 : Extrait aqueux
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Figure 17 : Valeurs Clso des extraits de A. leiocarpus dans le test de DPPH

E.HOH : extrait hydroéthanolique 70%, E.H20 : Extrait aqueux,
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1.3. Toxicité orale aigue des extraits de plante sur les poussins de chair

Les résultats de I’étude sur la toxicité aigu€ par voie orale des extraits sur les poulets de
chairs sont donnés dans le tableau VIII. Ces résultats ne montrent aucun cas de mortalité. De
plus, aucun signe clinique de toxicité aprés I’administration de 1’extrait a la dose de 2000 mg/Kg
de poids corporel (pc), n’a été enregistré. Tous les animaux ont survécu a 1’issue des 7 jours
d’observation, ce qui signifie que la DLsg est supérieure a 2000 mg/kg de poids corporel Les

extraits sembleraient étre non toxiques par voie orale, pour les poussins de chairs.

L’observation macroscopique des organes Vvitaux lors de l'autopsie des animaux n’a
montré aucune atteinte de ceux-ci par leur aspect et couleur (Figure 18). En effet, une atteinte
organique due a la consommation d’une substance est caractérisée par I’apparition d’une
accumulation de liquide dans la cavité abdominale, de tissu cicatriciel, de liquide dans la cavité

pulmonaire, et de tache de coloration verte virant au jaune.

Tableau V111 : Signes cliniques et comportement observés apres administration des différents

extraits de A leiocarpus aux animaux

Extraits aqueux et hydroéthanoliques

Signes Avant 2 h apres 24 h apres 7 jours apres
cliniques administration

comportement

Difficulté - - - -
motrice

Tremblement - - - -

Somnolence - - - -

Toux - - -

Convulsion - - - -

Diarrhée - - - -

Mortalité - - - -

+  présence
-: absence
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Figure 18 : vue d’ensemble des organes sains
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1.4. Pouvoir antimicrobien de I’extrait aqueux de Anogeissus leiocarpus

1.4.1. Effet de I’extrait aqueux de Anogeissus leiocarpus sur les indices

cliniques et le comportement des poussins

1.4.1.1. Aspect des fientes au cours du traitement

Le tableau IX et la figure 19 présentent ’aspect des fientes des poussins de chair des
différents lots. Aprés une semaine d’acclimatation et au premier jour de I’expérimentation (Jo),
les fientes des poussins présentaient toujours un aspect solide. Aussi, de Jo jusqu’au jour J»
c¢’est-a-dire au troisieme jour de contamination, les fientes des poussins ont conserve leur aspect
solide. Au 4°™ jour de contamination (Js), les premiers signes cliniques sont apparus et se sont
manifestés par la présence de diarrhée (fientes trés liquides) dans les lots de poussins
contaminés (lot 2, lot 3 et lot 4) alors que les fientes du lot témoin non contaminé (lot 1) étaient
toujours solides.

Les fientes diarrhéiques liquides sont apparues au jour Jz dans les lots de poussins
contaminés. Ainsi donc, ce jour J; a été le premier jour de traitement. Au cours de
I’expérimentation, les fientes des poussins du lot témoin (lot 1) ont montré un aspect solide tout
le long de I’expérience jusqu’au jour J14 contrairement aux poussins des autres lots contaminés
(lot 2, lot 3 et lot 4). Aussi, a partir du Jour Jz, les fientes des poussins du lot 2 (C-NT) se sont
présentés sous forme de diarrhée liquide et ce, jusqu’ a la fin de I’expérience soit a (J14). En
revanche, dés le premier jour de traitement (J3) des poussins du lot 3 (C-Text), I’extrait aqueux
a montré une efficacité faisant passer les fientes des poussins de 1’aspect diarrhéique liquide a
I’aspect peu liquide a Js. Dans ce lot 3, la solidification des fientes a continué jusqu’a la fin de
I’expérimentation (J14) contrairement au lot 4 (C-T.OTC), ou les fientes des poulets sont restées

liquides des I’apparition des premiers signes de salmonellose jusqu’a la fin de 1’expérience.
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Tableau IX : Aspect des fientes des poussins de chair des différents lots

Differents lots de poussins

Jours Lot1l Lot 2 Lot 3 Lot4
(NC-NT) (C-NT) (C-T.extr) (C-T.OTC)
Jo S S S S
J1 S S S S
J2 S S S S
J3 S DL DL DL
Ja PS DL PL L
Js S DL PL L
Js S DL PS L
J7 S DL PS L
Js S DL PS L
Jo S DL PS L
Jio S DL S L
Ju S DL S L
J12 S DL S L
NIK] S DL S L
Jia S DL S L

S : fiente Solide ; PS : fiente Peu Solide) ; DL : fiente avec Diarrhée Liquide ; PL : fiente Peu Liquide) ; L : fiente
liquide, Lot 1 (NC-NT) : poussins non contaminés et non traités ; Lot 2 (C-NT): poussins contaminés et non
traités ; Lot 3 (C-T.extr) : poussins contaminés et traités avec 1’extrait végétal ; Lot 4 (C-T.OTC) : poussins

contaminés et traités avec 1’oxytetracycline.

75



Résultats et discussion

Figure 19 : aspect des fientes (liquide et solide)

1.4.1.2. Taux d’humidité des fientes au cours du traitement
La figure 20 montre 1’évolution des taux d’humidité des fientes des poussins dans les
différents lots. Avant la contamination, les poussins des 4 différents lots présentaient des fientes

normales avec des taux d’humidité d’environ 25 %. Aprés la contamination, ce taux a

significativement varié a partir de J dans tous les lots contaminés. En effet, le taux d’humidité

a fortement augmenté dans le lot 2 (C-NT) pour atteindre 88 £ 0,27% a la fin de I’expérience ;

alors que dans les lot 3 (C-T. extr) et lot 4 (C-T. OTC), le taux d’humidité, apres une forte

augmentation a J 3 a chuté de facon drastique pour atteindre des valeurs respectives de 24,67 +

0,41% et 39 £ 0,04% a Ji4. Quant au lot 1 (NC-NT) témoin, le taux d’humidité des fientes a

varié trés peu entre 24 + 0,03% et 27 + 0,33% sur toute la période d’expérimentation.

100
90
80
70
60
50
40
30
20

10
0

—o— Lot 1 (NC-NT)

—B— Lot 2 (C-NT)

—h— Lot 3 (C-Textr-85 mg/kg pc)
Lot 4 (C-TOTC-20 mg/kg pc)

Taux d'humidité dans les fientes (%)

JO J11J21J31J41)51)6171)81J9J10J11U1213)14

Jours d'expérimentation

Figure 20 : Evolution des taux d’humidité des fientes des poussins dans les différents lots
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Lot 1 (NC-NT) : poussins non contaminés et non traités ; Lot 2 (C-NT): poussins contaminés et non traités ; Lot
3 (C-T.extr) : poussins contaminés et traités avec ’extrait végétal ; Lot 4 (C-T.OTC) : poussins contaminés et

traités avec 1’oxytetracycline.
1.4.1.3. Comportement des poussins au cours du traitement

Le tableau X présente le comportement des poussins des différents lots. A Jo, chaque
poussin de tous les lots (lot 1 a lot 4) présentait un aspect normal et était vif. Apres
contamination, ces poussins étaient toujours vifs a J1. Les poussins du lot 1 (NC-NT) sont restés
normaux toute la durée de cette expérimenttaion. A partir du troisieme jour de contamination,
soit au jour Jz, les poussins des lots contaminés (lots 2, lot 3 et lot 4) ont montré une altération
de leur état s’exprimant par un stress avec une baisse de I’appétit (inappétence). Cette altération
s’est accentuée (plume ébourrifée, baisse la téte , isolement...) dans les lot 2 (C-NT) et lot 4
(C-T.OTC) jusqu’a la fin de I’expérimentation alors que les animaux du lot 3 (C-Tex) ont
rétrouve leur vivacité progressivement a partir de Ja jusqu’a retrouver leur état normal et vif de

Ji0 & Jiasuite au traitement avec I’extrait aqueux de Anogeissus leiocarpus.
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Tableau X : Comportements des poussins des différents lots

Differents lots de poussins

Lotl Lot 2 Lot 3 Lot 4
Jours (NC-NT) (C-NT) (C-T.extr) (C-T.OTC)

Jo N; V N,V N,V N,V
Ji N,V N,V N,V N,V
J2 N,V Str, | Str, | Str, |
J3 N,V PE Bt Str, Is PE, I, Bt, Str,Is  PE, |, Bt, Str, Is
Ja N,V PE, I, Bt, Str, Is, Som PV I, Bt, Str
Js N,V PE, I, Bt, Str, Is, Som PV I, Bt, Str
Js N,V PE, I, Bt, Str, Is, Som PV I, Bt, Str
J7 N,V PE, I, Bt, Str, Is, Som PV I, Bt, Str
Js N,V PE, I, Bt, Str, Is, Som PV I, Bt, Str
J9 N,V PE, I, Bt, Str, Is, Som PV I, Bt, Str
J1o N,V PE, I, Bt, Str, Is, Som NV I, Bt, Str
Ju N,V PE, I, Bt, Str, Is, Som NV I, Bt, Str
Ji2 N,V PE, I, Bt, Str, Is, Som NV I, Bt, Str
Ji3 N,V PE, I, Bt, Str, Is, Som NV I, Bt, Str
Jia N,V PE, I, Bt, Str, Is, Som NV I, Bt, Str

N : poussins Normaux ; V : poussins vifs ; Str : poussins Stressés ; PE : poussins avec Plumes Ebouriffées, | :
inappetence ; PV : poussins peu vifs Bt : baisse de la téte ; Is : isolement ; Som : somnolence ; Lot 1 (NC-NT) :
poussins non contaminés et non traités ; Lot 2 (C-NT) : poussins contaminés et non traités ; Lot 3 (C-T. extr) :
poussins contaminés et traités avec extrait végétal ; Lot 4 (C-T.OTC) : poussins contaminés et traités avec

I’oxytetracycline.
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1.4.1.4 Charges bactériennes des féces des poussins au cours du
traitement

La figure 21 montre I’évolution des charges bactériennes dans les fientes de poussins
des différents lots. On note une absence de germes de salmonelles dans les fientes des poussins
du lot 1 (poussins non contamingés et non traités) sur toute la durée de I’expérience. Concernant
les trois autres lots contamines (lot 2, lot 3 et lot 4), les charges en salmonelles dans les feces
ont augmenté progressivement jusqu’a J3. En effet, pour ces lots 2, 3 et 4, les charges en
salmonelles ont atteint les nombres de 229.10° UFC/g de matiére fécale, 235.10° UFC/g de
matiére fécale et 220.10% UFC/g de matiére fécale respectivement a Js.

A partir de Js, les charges en salmonelles dans les feces des poussins du lot 2 (poussins
contaminés et non traités) ont continué d’augmenter atteignant une charge de 268.10° UFC/g
de matiére fécale a J7 qui est resté presque constant jusqu’a Ji4 avec 266.10° UFC/g de matiére
fécale. Dans le lot 3 des poussins contaminés et traités avec 1’extrait de A. leiocarpus, les
nombres de colonies de salmonelles dans les fientes ont diminué passant de 235.10% UFC/g de
matiére fécale a Js & 48.10% UFC/g de matiére fécale a J7 puis a une charge nulle & Jio restée
constante jusqu’a Ji4. Quant aux poussins du lot 4 contaminés et traités avec 1’oxytetracycline,
les charges en salmonelles dans les fientes ont également diminué mais avec une faible ampleur
comparativement au lot 3. En effet, pour ce lot 4, le nombre des colonies de salmonelles a chuté
de 220.10% UFC/g de matiére fécale (J3) a 88.10° UFC/g de matiére fécale (J7) puis aux charges
de 30.10° et 27.10° UFC/g de matiére fécale respectivement aux jours Jio et Ji4. Donc, on note
la meilleure activité de I’extrait aqueux de Anogeissus leiocarpus contre la croissance des
germes de Salmonella typhimurium comparativement a 1’oxytetracycline.

Par ailleurs, sur toute la période d’expérimentation, les taux de mortalité enregistrés
dans les différents lots de poussins ont été de 21%, 5% et 12% respectivement pour les lots 2,
3 et 4. Les mortalités sont survenues dans les lot 2 (poussins contaminés et non traités) et lot 4
(poussins contaminés et traités avec 1’oxytetracycline) a partir de J3 et ont continué tout le long
de I’expérimentation. Pour le lot 3 (poussins contaminés et traités avec I’extrait aqueux), une
seule mortalité est survenue uniquement a Js, c’est a dire un jour apres le début de traitement.
Quant au lot 1 témoin (poussins non contaminés et non traités), aucune mortalité n’a été

enregistrée pendant I’expérimentation.
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Figure 21 : Evolution des charges bactériennes dans les fientes des poussins dans les

différents lots
Lot 1 (NC-NT) : poussins non contaminés et non traités ; Lot 2 (C-NT): poussins contaminés et non traités ; Lot
3 (C-T.extr) : poussins contaminés et traités avec I’extrait végétal ; Lot 4 (C-T.OTC) : poussins contaminés et

traités avec 1’oxytetracycline.

1.4.2. Gains de poids moyen des poussins pendant I'expérimentation

La figure 22 présente la variation du gain de poids moyen dans les différents lots de
poussins. Les résultats ont montré que les gains de poids moyen n’ont pas été vraiment
significatifs entre les jours J1 et Jz dans les différents lots de poussins avec des gains compris
entre 25+ 0,5 g et 27,04 + 0,6 g. A partir de Js, les gains de poids moyen pour le lot 1 (poussins
non contamingés et non traités) ont augmenté progressivement en passant de 27,03 £ 0,6 g (J3) a
41,6 £1,02 g (J14). Les résultats ont montré aussi une baisse du gain de poids moyen des
poussins des lots contaminés 2, 3 et 4 comparativement au lot 1 témoin, a partir de I’apparition
des premiers signes de la pathologie (J3) a des proportions différentes. En effet, pour le lot 2,
les gains de poids moyen ont chuté passant de 27 £ 0,59 (J3) @19 + 0,6 g (J10) puisa 15 + 0,32
g (Jua). Par ailleurs, pour le lot 4, les gains de poids moyen ont chuté passant de 26,5 £ 0,22 g
(J3) 19,9 £ 0,35 g (J10) puis a 19 +0,5 g (J14). Quant aux poussins du lot 3 traités avec I’extrait
aqueux de Anogeissus leiocarpus, d’abord, on a noté une baisse du gain de poids moyen a partir
de J3 jusqu’a Jio (22,03 + 0,25 g) puis une augmentation de ce gain a partir de ce jour jusqu’a
Ji4 (26,5 + 0,6 g).
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Figure 22 : Evolution du gain en poids moyen des poussins dans les différents lots
Lot 1 (NC-NT) : poussins non contaminés et non traités ; Lot 2 (C-NT) : poussins contaminés et non traités ; Lot
3 (C-T. extr) : poussins contaminés et traités avec 1’extrait végétal ; Lot 4 (C-T.OTC) : poussins contamineés et

traités avec 1’oxytetracycline.

1.4.3. Indice de consommation alimentaire des poussins pendant
I’expérimentation
La figure 23 présente 1’évolution des indices de consommation des différents lots des
poussins. Les indices de consommation des lots 2, 3 et 4 contaminés ont été en moyenne de
1,38 + 0,01 & Jzou les premiers signes de la maladie sont apparus. Par la suite, ces indices de
consommation ont augmenté pour les lots 2, 3 et 4 atteignant des valeurs respectives de 1,51 ;
1,40 et 1,46 a J10. Toutefois, a J14 (fin des traitements), les lots 2, 3 et 4 ont enregistré des indices
de consommation de 1,48 ; 1,19 et 1,28 respectivement. Quant au lot 1 non contaminé et non
traité avec ’extrait aqueux de Anogeissus leiocarpus, I’indice de consommation est resté

presque constant autour de 1,23 £ 0,01 durant toute 1’expérimentation.
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Figure 23 : Evolution des indices de consommation dans les différents lots de poussins
Lot 1 (NC-NT) : poussins non contamings et non traités ; Lot 2 (C-NT) : poussins contaminés et non traités ; Lot

3 (C-T. extr) : poussins contaminés et traités avec I’extrait végétal ; Lot 4 (C-T.OTC) : poussins contaminés et

traités avec I’oxytetracycline.

82



Résultats et discussion

e

T
T i 3@ 317 1ls 1o 2lo 2i1 22 23 2la 25 26 2!

P e sy T A P e ale e Aty ‘e ko e

- = ¥ v 3 € z . o

— - v 218 b 8 st disdSestsslBasawn il
st | il S W AR R PP I e U LT | [P I PP Pevs PP VPLTT I POV T N T T L FLYEES f

[ 0 v oD R (YT TO M P o TR NPT R R IR oo

Figure 24 : Quelques observations cliniques chez les poussins lors de I’expérimentation.

A : Poussins aprés une semaine d’acclimatation dans la ferme ; B : Poussins du lot 2, atteints de salmonellose ; C
. Aspect des fientes des poussins atteints de Salmonellose ; D: Fientes solides obtenues lors de traitement ; E:

Poussins morts lors du traitement ; F: Poulet sain aprés traitement (lot 3).

83



Résultats et discussion
|

1.5. Effet de I’extrait aqueux de Anogeissus leiocarpus sur quelques

parameétres biomarqueurs du stress oxydatif chez les poussins

1.5.1. Effet de I’extrait aqueux de Anogeissus leiocarpus sur
Pactivité de la catalase

Le tableau XI montre les activités de la catalase dans le sérum et dans les différents
organes des poussins. L’activité de la catalase a varié de 0,21 £ 0,014 mmol/min/mL a 0,25 +
0,02 mmol/min /mL dans le serum des différents lots de poussins. Toutefois, I’étude statistique
n’a pas montré de différence significative (p > 0,05) entre I’activité de la catalase dans le sérum
des différents lots de poussins étudies.

Au niveau du foie, les valeurs de I’activité de la catalase dans tous les lots variaient
entre 0,79 £ 0,03 mmol/min/g (lot 2) et 0,94 £ 0,07 mmol/min/g (lotl). Toutefois, cette variation
n’est pas statistiquement significative (p > 0,05). Par consequent, nous en déduisons que
I’infection par la souche de Salmonella typhimurium n’a pas modifié les activités de la catalase
au niveau du sérum et du foie dans les différents lots de poussins comparativement au lot 1
temoin. En revanche, par rapport au lot témoin (lot 1), I’infection causée par la souche de
Salmonella typhimurium (lot 2) a fait diminuer de fagon significative ’activité de la catalase au
niveau du rein, du cceur, du poumon et de la rate. Par ailleurs, comparativement au lot 1, cette
diminution de I’activité de la catalase a été moyennement significative (p < 0,01) au niveau de
la rate (0,69 + 0,01mmol/min/g) alors qu’une diminution trés hautement significative (p <
0,0001) a été observée au niveau du ceeur (1,13 + 0,07 mmol/min/g) et du poumon (1,27 £ 0,11
mmol/min/g) des poussins du lot 2.

Le traitement des poussins contaminés avec 1’extrait aqueux de Anogeissus leiocarpus
(lot 3) a permis une augmentation de I’activité de la catalase par rapport a celles du lot 2
(poussins contaminés et non traités) dans ces mémes organes (reins, cceurs, poumons, rates).
Ainsi, par comparaison avec le lot 1, le traitement des poussins infectés avec 1’extrait aqueux
de Anogeissus leiocarpus a entrainé une normalisation de 1’activité de la catalase au niveau du
rein, du cceur, du poumon et de la rate. En effet, aucune différence significative n’a été observée
entre ’activité de la catalase dans le rein, le cceur, le poumon et la rate du lot 1 témoin et
I’activité de cette enzyme dans les mémes organes des poussins du lot 3 (poussins contaminés
et traités avec I’extrait aqueux de Anogeissus leiocarpus). Par ailleurs, le traitement des
poussins contaminés avec I’oxytetracycline n’a pu normaliser 1’activité de la catalase au niveau
du rein, du cceur, du poumon et de la rate, montrant méme des différences de diminution

significatives par comparaison avec le lot témoin (lot 1).
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Tableau XI : Activités de la catalase dans le sérum et dans les organes des poussins

Résultats et discussion

Lots Sérum

Foie Rein Ceeur Poumon Rate
mmol/min /mL mmol/min /g mmol/min /g mmol/min /g mmol/min /g mmol/min /g
Lotl 0,24 £ 0,01 0,94 £0,07 0,93+ 0,05 1,74+ 0,06 1,79+0,1 0,97 £ 0,15
(NC-NT)
Lot 2 0,21 +0,014 0,79 £0,03 0,65*+ 0,03 1,13****+(0,07 1,27****+(0,11 0,69**+0,01
(C-NT)
Lot 3 0,25+ 0,02 0,85+ 0,04 0,79 £ 0,05 1,58 £0,10 1,70+ 0,04 0,96 £0,2
(C-T.extr)
Lot 4 0,22 £ 0,03 0,83 £0,07 0,67*+ 0,06 1,14%***+(0,04 1,33****+(,07 0,72**+0,01
(C-T.OTC)

Lot 1 (NC-NT) : poussins non contaminés et non traités ; Lot 2 (C-NT) : poussins contaminés et non traités ; Lot 3 (C-T. extr) : poussins contaminés et traités avec 1’extrait

végétal ; Lot 4 (C-T.OTC) : poussins contaminés et traités avec 1’oxytetracycline. Zéro étoile : non significative (p > 0,05), une étoile (*) : significative (p < 0,05), deux

étoiles (**) : moyennement significative (p < 0,01), trois étoiles (***) : trés significatives (p < 0,001), quatre étoiles (****) : trés hautement significative (p < 0,0001).
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1.5.2. Effet de I’extrait aqueux sur P’activité de la peroxydase

Le tableau XII présente I’activité de la peroxydase dans le sérum et dans les différents
organes des poussins. L’activité de la peroxydase dans le sérum était rangée entre 0,38 + 0,02
pmol/min/mL (lot 2) et 0,68 £ 0,02 umol/min/mL (lot 3). Quant a I’activité de la peroxydase
dans les différents organes, elle a évolue entre 1,24 + 0,02 umol/min/g (lot 2) et 1,88 + 0,03
umol/min/g (lot 3). L’analyse du tableau montre une diminution trés hautement significative (p
< 0,0001) de I’activité de la peroxydase dans le sérum et dans les autres organes du lot 2
(poussins contaminés et non traités) a 1’exception du poumon comparativement a celle du lot
témoin (lot 1). De fagon générale, par rapport au lot 2, I’activité de la peroxydase a augmenté
lors du traitement des poussins malades avec 1’extrait aqueux de Anogeissus leiocarpus. Par
ailleurs, aucune différence significative (p > 0,05) n’a été enregistrée au niveau de 1’activité de
la peroxydase dans le sérum, le foie, le rein et la rate entre les poussins des lots 1 et 3
contrairement a ceux des lots 1 et 2. Cependant des différences treés hautement significatives et
significatives ont été observées au niveau de 1’activité de la peroxydase, respectivement dans
le cceur et le poumon, entre les poussins du lot 1 d’une part, et ceux du lot 3 d’autre part. On
retient alors que le traitement des poussins atteints de salmonellose avec 1’extrait aqueux de
Anogeissus leiocarpus a entrainé non seulement une augmentation, mais surtout une
normalisation de I’activité de la peroxydase dans le sérum, le foie, le rein et la rate des poussins
du lot 3. En revanche, a ’exception du poumon, le traitement des poussins malades avec
I’oxytetracycline a montré une baisse tres hautement significative (p <0,0001), de I’activité de
la peroxydase dans le sérum et dans les autres organes des poussins du lot 4 par rapport a ceux
du lot témoin (lot 1).
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Tableau XI1 : Activités de la peroxydase dans le sérum et dans les organes des poussins

Résultats et discussion

Lots Sérum Foie Rein Cceur Poumon Rate
pmol/min/mL pumol/min/g pmol/min/g pmol/min/g pmol/min/g pmol/min/g

Lot1l 0,64 £ 0,02 1,70 £ 0,02 1,81 + 0,03 1,47 £ 0,02 1,81+0,01 1,79 £ 0,03
(NC-NT)

Lot 2 0,38****+(,02 1,49****+(,03 1,54****+(),02 1,24****+(),02 1,73*+0,01 1,56****+0,01

(C-NT)

Lot 3 0,68 + 0,02 1,70 £ 0,04 1,78 £ 0,02 1,33****+(,07 1,88*+0,03 1,82+ 0,04
(C-T.extr

Lot4 0,42***+ 0,04 1,51****+(,02 1,60****+0,02 1,25****+(),03 1,75 +0,02 1,60****+0,02
(C-.0TC)

Lot 1 (NC-NT) : poussins non contaminés et non traités ; Lot 2 (C-NT) : poussins contaminés et non traités ; Lot 3 (C-T. extr) : poussins contaminés et traités avec 1’extrait

végétal ; Lot 4 (C-T.OTC) : poussins contaminés et traités avec 1’oxytetracycline. Zéro étoile : non significative (p > 0,05), une étoile (*) : significative (p < 0,05), deux

étoiles (**) : moyennement significative (p < 0,01), trois étoiles (***) : trés significatives (p <0,001), quatre étoiles (****) : trés hautement significative (p <0,0001).
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1.5.3. Effet de I’extrait aqueux sur la production du monoxyde d’azote

Le tableau XI1I indique les teneurs en monoxyde d’azote (NO) dans le sérum et dans les
différents organes des poussins. Aucune différence significative n’a été enregistrée au niveau
des teneurs en monoxyde d’azote (NO) dans le sérum de tous les lots des poussins. La
concentration moyenne en monoxyde d’azote (NO) était de 0,20 umol/ml dans le serum pour
les différents lots de poussins. Par ailleurs, des teneurs variables en NO ont été obtenues au
niveau des organes des poussins (foie, rein, coeur, poumon et rate). Dans ces organes, les teneurs
en NO eétaient comprises entre 1,65 £ 0,09 umol/g et 3,59 = 0,04 umol/g. Toutefois, a
I’exception du rein ou une différence trés hautement significative (p < 0,0001) a été observee
(augmentation de teneurs en NO), I’induction de la salmonellose n’a pas montré de différence
significative (p > 0,05) dans la production de NO dans les sérums et organes des poussins du
lot 2 comparativement au lot témoin 1. En outre, par rapport au lot 1, le traitement des poussins
malades du lot 3 avec D’extrait aqueux de Anogeissus leiocarpus n’a pas modifié les
concentrations en NO (p > 0,05) dans le sérum et les organes étudiés. Par conséquent, nous
avons observé qu’en présence de 1’extrait aqueux de Anogeissus leiocarpus, les concentrations
en NO sont restées normales. Cependant, le traitement avec 1’oxytetracycline a induit une
augmentation tres significative (p < 0,001) des teneurs en NO uniquement dans le rein des
poussins (3,25 £ 0,18 umol/g) en comparaison avec le lot 1. Quant aux autres organes, le
traitement avec 1’oxytetracycline n’a pas influencé les teneurs en NO donnant une différence

non significative (p > 0,05) par comparaison au lot 1.
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Tableau X111 : Teneurs en monoxyde d’azote dans le sérum et dans les organes

Résultats et discussion

Lots Sérum Foie Rein Cceur Poumon Rate
pmol/ml pmol/g pmol/g pmol/g pmol/g pmol/g

Lot1l 0,20+0,02 2,98+0,16 2,82+0,16 1,74+0,04 3,42 + 0,05 2,90 + 0,04
(NC-NT)

Lot 2 0,21+0,02 3,05+0,08 3,51****+(,08 1,80+0,08 3,59 £0,04 2,98 £ 0,04

(C-NT)

Lot 3 0,20+0,04 2,95+0,12 2,70 £ 0,06 1,65+0,09 3,48+0,003 2,87+0,02
(C-T.extr)

Lot 4 0,20+0,02 2,99+0,08 3,25***+ (0,18  1,66+0,06 3,50 £ 0,02 2,9340,03
(C-.0TC)

Lot 1 (NC-NT) : poussins non contaminés et non traités ; Lot 2 (C-NT) : poussins contaminés et non traités ; Lot 3 (C-T. extr) : poussins contaminés et traités avec I’extrait

vegeétal ; Lot 4 (C-T.OTC) : poussins contaminés et traités avec 1’oxytetracycline. Zéro étoile : non significative (p > 0,05), une étoile (*) : significative (p < 0,05), deux

étoiles (**) : moyennement significative (p < 0,01), trois étoiles (***) : trés significatives (p <0,001), quatre étoiles (****) : trés hautement significative (p <0,0001).
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1.5.4. Effet de I’extrait aqueux sur la production du malondialdéhyde

Les teneurs en malondialdéhyde (MDA) dans le sérum et dans les différents organes des
poussins sont representées dans le tableau XIV. L’analyse de ce tableau montre que, par rapport
au lot 1, l'induction de la salmonellose a provoqué une augmentation trés hautement
significative des teneurs en MDA dans le foie et le poumon des poussins du lot 2. Par ailleurs,
les concentrations en MDA dans le sérum, le rein, le cceur et la rate des poussins infectés du lot
2 n’ont pas été influencées et ont montré une différence non significative par rapport a celles
du lot 1. Par contre, a I’exception du foie, le traitement avec 1’extrait aqueux de Anogeissus
leiocarpus a réussi a stabiliser les concentrations en MDA dans le sérum et les autres organes
(reins, cceurs, poumons, rates) des poussins rendus malades. En effet, une différence
moyennement significative (p < 0,01) a été observée au niveau des teneurs en MDA dans le
foie, entre les poussins du lot 1 (témoin) et ceux du lot 3 (traité avec I’extrait aqueux de
Anogeissus leiocarpus). Au niveau du lot 4, le traitement des poussins atteints de salmonellose
avec I’oxytetracycline n’a pas modifié véritablement les concentrations de MDA dans le sérum,
le rein, le ceeur et la rate des poussins par rapport au lot 1 (p > 0,05). En revanche, malgré le
traitement des poussins malades avec 1’oxytetracycline, les teneurs en MDA ont augmenté au
niveau du foie et du poumon des poussins du lot 4 montrant des différences trés hautement
significatives (p <0,0001) par rapport a celles du lot témoin (lot 1).
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Tableau X1V : Teneurs en malondialdéhyde dans le sérum et dans les organes des poussins

Résultats et discussion

Lots Sérum Foie Rein Cceur Poumon Rate
pmol/mL pumol/g pumol/g pumol/g pumol/g pumol/g

Lot1l 0,047+ 0,002 0,14 +0,001 0,11+0,004 0,23+0,004 0,24 +0,004 0,12+0,002
(NC-NT)

Lot 2 0,050 + 0,001 0,21**** +0,002 0,110,002 0,24+0,005 0,30****+0,005 0,13+0,005

(C-NT)

Lot 3 0,045+ 0,001 0,13**+0,001 0,11+0,001 0,22+0,001 0,24 £ 0,001 0,12+0,001
(CT.extr)

Lot 4 0,049+ 0,001 0,18****+ (0,001 0,11+ 0,01 0,23+0,01 0,27****+ 0,01 0,12+ 0,01
(CT.OT)

Lot 1 (NC-NT) : poussins non contaminés et non traités ; Lot 2 (C-NT): poussins contaminés et non traités ; Lot 3 (C-T.extr) : poussins contaminés et traités avec 1’extrait

vegeétal ; Lot 4 (C-T.OTC) : poussins contaminés et traités avec 1’oxytetracycline.-Zéro étoile : non significative (p > 0,05), une étoile (*) : significative (p < 0,05), deux

étoiles (**) : moyennement significative (p < 0,01), trois étoiles (***): trés significatives (p < 0,001), quatre étoiles (****): trés hautement significative (p < 0,0001).

91



Résultats et discussion
|

2. Discussion

Les premiers tests réalisés en vue de la détermination des zones d’inhibition ont montré
la sensibilité des deux souches de Salmonella typhimurium étudiées face aux extraits aqueux et
hydroéthanolique 70% des feuilles de Anogeissus leiocarpus. En effet, selon Biyiti et al. (2004),
un extrait est considéré comme actif s’il induit une zone d’inhibition de diamétre supérieur ou
égal a 10 mm. Or, a I’issue des tests réalisés, nous avons obtenu pour nos extraits des diametres
de zones d’inhibition situés entre 13 mm et 22 mm.

Des études similaires a la ndtre ont été menées par Prabhjot et al. (2014) sur des extraits
aqueux et éthanoliques de cing plantes medicinales ; a savoir, Tinospora cordifolia, Ziziphus
mauritiana, Swertia chirata, Erythrina blakei et Asparagus densiflorus, visant a inhiber la
croissance de Salmonella typhimurium. Les résultats des travaux de ces auteurs ont montré que
les diamétres des zones d’inhibition des extraits aqueux de ces plantes sur la croissance in vitro
de la souche étudiée variaient entre 8,7 mm et 10,3 mm tandis que ceux des extraits éthanoliques
étaient compris entre 5.2 mm et 7.7 mm. Par ailleurs, Bahman et al. (2022), lors d’une étude
ont également montré que les extraits des feuilles de Rhazya stricta avaient des effets variés sur
I'inhibition de la croissance de huit souches de S. typhimurium. Ainsi, parmi les extraits de
plantes étudiés par ces auteurs, l'extrait hydroalcoolique était plus efficace en inhibant la
croissance de S. typhimurium avec un diametre moyen de 12,25 mm. Cet extrait était suivi de
I'extrait éthanolique avec un diamétre d’inhibition de 12,12 mm a différentes concentrations.
Quant a Naphtali et al. (2020), ils ont montré que les extraits aqueux, issus de Cymbopogan
citratus, Psidium guajava et Anacadium occidentale a une concentration de 400 mg/mL ont
enregistré respectivement des diamétres d’inhibition de 11,14 et 17 mm sur une souche de
Salmonella typhimurium.

En ce qui concerne Anogeissus leiocarpus, objet de notre étude, le rapport CMB/CMI
de chaque extrait préparé et testé sur les souches de Salmonella typhimurium étudiées était égal
a 1 ou 2. Par conséquent, nous en avons déduit que les extraits végétaux préparés ont eu une
action bactéricide sur les deux germes mutirésistants de Salmonella typhimurium utilisés dans
notre étude. En effet, selon Fauchere & Avril (2002), un extrait est dit bactéricide si le rapport
CMB/CMI < 2.

Par ailleurs, on retient de cette étude que les deux extraits aqueux et hydroéthanolique
70% ont donné des CMB de 25 mg/mL sur Salmonella typhimurium N°1 contre des CMB de
12.5 mg/mL sur Salmonella typhimurium N°2. Ces résultats pourraient étre expliqués par la

résistance intrinseque qui caractérise chaque souche de Salmonella typhimurium. Ils confirment
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ainsi ceux de Bssaibis et al. (2009) qui ont prouvé que les activités antimicrobiennes sont en
relation avec ’origine de I’extrait et de la souche testée tout comme la nature du solvant

d’extraction utilisé.

Razieh et al. (2020), dans I'évaluation des activités antimicrobiennes de 1’extrait
hydroéthanolique de Satureja sahendica contre 20 isolats de S. typhimurium ont montré que les
valeurs de CMI et CMB variaient de 0,29 a 4,68 mg/mL et de 75 a 150 mg/mL respectivement.
Une étude a été réalisée par Dahiru et al. (2021) avec un extrait éthanolique de Anogeissus
leiocarpus obtenu par extraction au soxhlet sur des bactéries productrices de B-lacttamases ; a
savoir Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa et Salmonella typhi.
Des diamétres d'inhibition allant de 15,67 mm a 17,00 mm avec une différence significative (p
< 0,05) entre les bactéries testées ont été obtenus au cours de leur étude par la méthode des
disques imprégnés. Ces auteurs ont également montré que les Concentrations Minimales
Inhibitrices (CMI) étaient comprises entre 16,67 mg/mL et 66,67 mg/mL alors que les
Concentrations Minimales Bactéricides (CMB) étaient rangées entre 106,67 mg/mL et 266,67
mg/mL. Dans leur étude, le rapport CMB/CMI montrait un effet bactériostatique pour
Escherichia coli et Salmonella typhi et un effet bactéricide pour Klebsiella pneumonie et
Pseudomonas aeruginosa. Ces résultats ont montré encore que 1’activité antibactérienne d’un
extrait végétal dépend de plusieurs facteurs. Ces facteurs peuvent prendre en compte la nature
de I’extrait végétal, le mode d’extraction, la nature des souches étudiées et de la méthodologie
utilisée.

L’étude menée par Dahiru et al. (2021) a partir d’un extrait éthanolique de Anogeissus
leiocarpus obtenu par extraction au soxhlet a permis d’identifier vingt-cing (25) composes
chimiques. Parmi ces composés, l'acide myristoléique ; Z-7-tétradécénal ; 4,5-diméthyl-4-
Hexene-3-un ; le 1,15-hexadécadiéne et le chlorure de linoléoyle ont été les plus abondants.
Les activités antibactériennes des extraits aqueux et hydroéthanolique 70% de Anogeissus
leiocarpus pourraient s’expliquer par leur richesse en certains métabolites secondaires révéles
par 1’analyse phytochimique de ces extraits. En effet, I’activité antimicrobienne de la plupart
de ces composés notamment les flavonoides, les tanins, les alcaloides ainsi que des terpénes a
déja été mise en évidence par plusieurs chercheurs (Abbiw, 1990 ; Amvam et al. 1998 ;
Jayasinghe et al., 2003). Le mécanisme d’action serait tel que les substances actives inhibent la
paroi cellulaire, la membrane cellulaire et les proteines de synthése (Bhuiyan et al., 2009 ; Pasril
& Yuliasanti, 2014).
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Dans notre étude, le dosage des composés phénoliques des deux extraits a montré que
les extraits hydroéthanolique et aqueux des feuilles de A. leiocarpus renferment des
concentrations sensiblement équivalentes en polyphénols totaux qui sont respectivement de
608,41 mg EAG/g et 558,25 mg EAG/g. Pour ce qui est des teneurs en flavonoides totaux,
I’extrait hydroéthanolique des feuilles de A. leiocarpus en renferme une teneur plus élevée
(539,60 mg EQ/g) que celle contenue dans 1’extrait aqueux (388,95 mg EQ/Q).

Nos résultats corroborent ceux des travaux de Koné et al. (2009) qui ont montré que les
feuilles de A. leiocarpus sont riches en polyphénols totaux et surtout en flavonoides. En effet,
les travaux des auteurs sus-cités qui ont porté sur un total de six plantes ont montré que
Anogeissus leiocarpus contenait la plus forte teneur en polyphénols totaux (223,13 mg EAG/g)
soit 4 fois plus que celle des feuilles de Vepris heterophylla qui renfermait la plus faible teneur
en ces composés. Toutefois, cette teneur en polyphénols totaux reste largement inférieure a
celle que nous avons obtenue qui était de 558,25 mg EAG/g (extrait aqueux) et de 608,41 mg
EAG/g (extrait hydro-éthanolique).

Dans 1’étude réalisée par ces mémes auteurs Koné et al. (2009), I’écorce de tronc de
Anogeissus leiocarpus renfermait des teneurs de 26,53 mg EAG/g en polyphénols totaux et
10, 30 mg EQ/qg en flavonoides totaux. Ces teneurs en polyphénols totaux et flavonoides sont
également inférieures a celles que nous avons obtenues dans la présente étude. Par ailleurs,
dans leur étude, les écorces de racines de Terminalia macroptera ont montré la plus forte
activité antioxydante suivie de celle des feuilles de A. leiocarpus dans les tests utilisant I’ABTS
et le DPPH ; avec les valeurs respectives suivantes : 468,8 UM Eq Trolox/g et 350,30 uM Eq
Trolox/g (ABTS) et 361,60 mg/mL et 271,87 mg/mL (DPPH) (Koné et al, 2009). De leur c6te,
Gheldolf et al. (2002) ; Holasova et al. (2002) ; Kumaran et al. (2005) ont montré qu’il existe
une corrélation linéaire entre les teneurs en polyphenols totaux et les activités antioxydantes de
ces plantes. Dans une autre étude réalisée par Barku et al. (2013), I’activité antioxydante des
extraits méthanoliques de 5 plantes médicinales a été évaluee en utilisant le test de DPPH et le
test utilisant le pouvoir réducteur des ions ferriques (FRAP). Ce sont Amaranthus Spinosus,
Anogeissus leiocarpus, Spondia monbin, Corchorus olitorius et Mallotus oppositifolia. Les
résultats ont montré que toutes ces plantes possedent une activité antioxydante. Cependant,
Anogeissus leiocarpus a montré ’activité antiradicalaire la plus élevée (95,86 + 0,1%) suivie
de celle de Cochorus olitorius (94,19 + 0,06%), comme pourcentages d’inhibition du radical
DPPH ; alors que Amaranthus spinosus enregistrait la plus faible activité (40,87+ 2,5%). Aussi,
Anogeissus leiocarpus avait le pouvoir réducteur le plus élevé suivi de celui de Spondia

monbin, quand Amaranthus spinosus enregistrait le plus faible pouvoir réducteur.
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Par ailleurs les feuilles de Anogeissus leiocarpus avaient egalement les plus fortes
teneurs en polyphénols totaux (1294,81 + 30 mg EAG) et en flavonoides (540,23+ 24,5 mg
EQ/g, pendant que Amaranthus spinosus a enregistré les plus faibles teneurs en ces mémes
composés avec les teneurs respectives de : 48,01+ 2,0 mg EAG et 63,16+ 107 mg EQ/g. A
travers leurs travaux, ces auteurs, Barku et al. (2013) ont montré que les feuilles de Anogeissus
leiocarpus sont riches en polyphénols totaux et en flavonoides d’une part et constituent une
importante source d’antioxydants d’autre part.

Cette étude confirme que Anogeissus leiocarpus est une plante qui renferme des
composés phénoliques. Les résultats obtenus sont en accord avec ceux de plusieurs autres
auteurs. La recherche des métabolites secondaires dans les extraits hydroéthanolique et aqueux
de Anogeissus leocarpus par tri phytochimique a montré la présence de composés phénoliques,
de glycosides cardiaques, de saponines, de stérols, de terpénes et d’alcaloides. Cependant, elle
a réveélé également que les teneurs en composés phénoliques, en flavonoides et les activités
antioxydantes de Anogeissus leiocarpus varient d’un extrait a un autre, d’un organe a un autre,
d’une région a une autre, d’une méthodologie a une autre. Ces observations sont en accord avec
celles faites par d’autres auteurs qui affirment que les teneurs en composés phénoligues ainsi
que leurs activités peuvent dépendre de plusieurs facteurs intrinséques et extrinséques. Ces
facteurs regroupent généralement la nature de 1’organe, la période de récolte, la technique
d’extraction utilisée, le solvant utilisé, la situation géographique et la méthode de 1’évaluation
de I’activité antioxydante (Hanen et al., 2022 ; Souad et al.,2020).

L activité antioxydante des extraits de Anogeissus leiocarpus, plante qui a fait 1’objet
de notre étude pourrait donc étre attribuée aux composés phénoliques totaux et en particulier
aux flavonoides totaux qu’elle renferme (Djeridane et al., 2006). Aussi, la présence des
composés phénoliques dans les feuilles de cette plante d’une part, ainsi que ses activités
antioxydantes trés intéressantes (Clso faibles) d’autre part, justifieraient-elles sa forte utilisation
par des éleveurs dans le Nord de 1a Cote d’Ivoire et en particulier ceux qui emploient les extraits
de cette plante dans 1’¢levage de poulets de chair.

En effet, selon Gerasopoulos et al. (2015), les aliments enrichis avec des composes
phénoliques donnent des activités antioxydantes importantes chez les poulets de chair.
Drailleurs, il a été rapporté que la supplémentation en vitamine E et C aide les poulets a lutter
contre le stress oxydatif et a renforcer leur immunité (Min et al.,2018). Par exemple, Equol qui
est aussi un composé antioxydant obtenu a partir de l'isoflavonoide daidzeine, une isoflavone
de soja, peut réduire la charge oxydative induite par les ERO chez les volailles (Liu et al., 2006).

Equol protéege également I'épithélium intestinal contre le stress oxydatif en renforgant
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I'expression des génes d’antioxydants ; notamment les génes Nrf2, Bcl-2, GSH-Px3, SOD-1,
stimulant ainsi le fonctionnement des enzymes antioxydantes et améliorant leur capacité
antioxydante (Lin et al., 2016).

De plus, I'utilisation des composés phénoliques de synthése s'est avéree efficace pour
lutter contre le stress oxydatif sur toute la chaine de valeurs ; ¢’est-a-dire depuis 1’élevage de la
volaille, la transformation, la commercialisation jusqu’a la consommation de la viande mais
avec des effets secondaires.

Dans la présente étude, les résultats ont montré d’une part, I’expression d’une activité
antisalmonelle de Anogeissus leiocarpus sur des souches multirésistantes de Salmonella
typhimurium isolées des fientes de poulets de chair d’élevage ; et d’autre part, le potentiel
antioxydant de cette plante. L’utilisation massive de Anogeissus leiocarpus par certains
éleveurs pourrait donc étre justifiée en partie par ses teneurs en composés phénoliques et ses
activités antioxydantes et antibactériennes qui en découlent.

Dans les pathologies aviaires, la diarrhée occupe une place importante. Cela est
largement tributaire des conditions d’hygiéne dans les fermes. Par conséquent, I’absence de
diarrhée dans les différents lots de cette étude avant I’induction de la Salmonellose pourrait
témoigner du respect des bonnes regles sanitaires au cours des manipulations. En effet,
plusieurs auteurs ont montré que la mise en ceuvre de bonnes mesures de biosécurité joue un
role clé dans la lutte contre la transmission de Salmonella et I’amélioration de la sécurité
alimentaire (Fraser et al., 2010 ; Gosling et al., 2014). Suite a la contamination des poussins,
les premiers signes qui se sont exprimes par la diarrhée et une altération de 1’état des poussins
pourraient indiquer la forte virulence de la souche utilisée. Le traitement des poussins malades
avec I’extrait aqueux a montré une efficacité se traduisant par 1’arrét progressif de la diarrhée,
I’amélioration significative des indices cliniques et de la mortalité. Cette activité de I’extrait
serait due a son pouvoir antibactérien sur les germes de Salmonella typhimurium a I’origine des
diarrhées. En effet, de nombreux auteurs ont déja mis en évidence des propriétés
antimicrobiennes des extraits de Anogeissus leiocarpus. C’est le cas de Bamba et al. (2020) qui
ont montré par des tests in vitro, les effets antibactériens de I’extrait méthanolique des racines
de Anogeissus leiocarpus sur des souches multirésistantes en Cote d’Ivoire.

L’activité antidiarrhéique et anti-Salmonelle exprimée par 1’extrait aqueux de
Anogeissus leiocarpus serait liée a sa richesse en métabolites secondaires.

En effet, ’étude phytochimique de différents extraits de feuilles et de racines de cette plante a
révélé la présence de polyphénols totaux, de flavonoides et de tanins en abondance (Bamba et

al., 2020 ; Kuisseu et al.,2021). Toutes ces molécules pourraient donc justifier 1’arrét de la
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diarrhée et du stress oxydatif chez les poussins traités. Ces resultats sont en accord avec ceux
obtenus par plusieurs chercheurs dans le traitement des maladies diarrhéiques chez la volaille
avec des plantes médicinales. Par exemple, Ouattara et al. (2005) ont traité une diarrhée
expérimentale engendrée chez des poules pondeuses par une souche de Salmonella enteritidis
lysotype 6 grace a un extrait agueux de Thonningia sanguinea. Quant a Kouakou et al. (2010),
ils ont traité avec succés une maladie expérimentale d’origine parasitaire provoquée par le genre
Emeria chez les poules pondeuses avec un extrait aqueux de T. sanguinea. De leur coté,
Kamagate et al. (2017) ont montré ’efficacité thérapeutique de 1’extrait aqueux de Thonningia
sanguinea sur une colibacillose expérimentale chez des poulets de chair.

Comparativement a I’extrait aqueux de Anogeissus leiocarpus, I’antibiotique usuel
utilisé dans notre étude (oxytétracycline) a été moins efficace sur la diarrhée induite. Cela
pourrait s’expliquer par I’utilisation abusive et incontrdlée de cette molécule dans les élevages
aviaires (Hammoudi, 2009).

Par ailleurs, la charge en salmonelles dans les féeces des poussins du lot 1 (poussins non
contamingés et non traités) qui est restée nulle pendant toute la durée de I’expérience témoigne
de la non contamination de ces poussins par des germes de Salmonella. Cette absence de
contamination pourrait étre expliquée par la maitrise des techniques d’élevage lors de notre
expérience ; notamment en ce qui concerne les bonnes pratiques d’hygiéne. Ainsi les poussins
ont-ils montré une parfaite santé et une excellente immunité naturelle pendant toute
I’expérimentation.

Dans les lots contaminés (lot 2, lot 3 et lot 4), les charges en salmonelles dans les feces
des poussins ont augmenté progressivement jusqu’a Jz (quatriéme jour apres induction) ou les
premiers signes cliniques sont apparus. Ce constat montre encore la virulence dans le temps de
la souche de Salmonella typhimurium utilisée comme agent infectant pour induire la
Salmonellose chez les poussins. En effet, la pathogénicité de Salmonella peut étre divisée en
plusieurs étapes, notamment I'adhésion et I'invasion des cellules épithéliales intestinales, la
survie, la multiplication au sein des cellules hotes et la propagation extra intestinale (Tajkarim,
2007). Des études similaires ont été réalisées par Serge et al. (2015) qui ont évalué les activités
de I’extrait aqueux de Albizia gummifera contre une salmonellose typhique induite chez des
rats. Jean et al. (2019) confirmaient également les propriétés antisalmonelles de 1’extrait
hydroéthanolique de Canarium schweinfurthii dans une salmonellose experimentale chez les
poulets. Dans leurs travaux, Serge et al. (2015) ont aussi commence a traiter les rats atteints de
salmonellose pratiquement quatre jours aprés induction de la maladie. Quant a Jean et al.

(2019), ils ont débuté le traitement de la salmonellose expérimentale induite chez les poulets
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cing jours aprés I’induction. Les différences constatées entre les débuts de traitement, en
relation avec le délai d’apparition des premiers signes cliniques chez les animaux pourraient
avoir plusieurs explications ; au nombre desquelles on pourrait citer la dose de bactéries
ingérée, 1’espéce animale utilisée et son état de santé, les caractéristiques des souches de
Salmonella utilisées mais surtout 1’dge de 1’animal hote. A cela, 1’on pourrait ajouter les effets
de stress oxydatif dans les systémes d’élevage qui sont des facteurs pouvant influencer
I’apparition des premiers signes cliniques et nécessitant donc le début des traitements.

A partir de Js, les nombres de colonies de salmonelles dans les féces de poussins du lot
2 (poussins contaminés et non traités) ont continué d’augmenter ce qui peut s’expliquer par
I’absence de traitement antibiotique et qui par consequent aurait plus fragilisé I’immunité
naturelle des poussins contaminés.

Dans le lot 3 des poussins contaminés et traités avec 1’extrait aqueux de Anogeissus
leiocarpus, les charges en salmonelles dans les féces des poussins ont diminué justifiant ainsi
la présence dans cet extrait de molécules actives a propriétés antisalmonelles et surtout contre
la souche de Salmonella typhimurium utilisée pour I’induction de la maladie.

Quant aux poussins du lot 4 contaminés et traités avec 1’oxytetracycline, les charges en
salmonelles dans les féces ont également diminué, confirmant I’activité antisalmonelle de
I’oxytetracycline qui est un antibiotique couramment utilisé en aviculture.

La meilleure activité de 1’extrait aqueux de Anogeissus leiocarpus sur les charges de
salmonelles dans les féces de poussins, comparativement a celle de 1’oxytetracycline témoigne
de la présence des principes actifs essentiels dans cet extrait. En outre, contrairement a
I’oxytetracycline, une molécule chimique pure, I’extrait aqueux de Anogeissus leiocarpus aurait
des principes actifs qui agiraient de facon synergique. La moindre efficacité exprimée par
I’oxytetracycline par rapport a I’extrait aqueux de Anogeissus leiocarpus pourrait étre liée
également a la forte utilisation de cet antibiotique en aviculture et surtout dans 1’élevage des
poulets de chair. En effet, les fortes pressions de sélection et I’utilisation abusive des
antibiotiques de facon répétée occasionnent de multiples résistances des souches bactériennes.
A la fin des traitements, le lot 3 (poussins contamineés et traités avec I’extrait aqueux de A.
leiocarpus) a enregistré un indice de consommation qui a été significativement inferieur au lot
2 (poussins contaminés et non traités).

Quant au lot 1 non contaminé et non traité avec 1’extrait aqueux de Anogeissus
leiocarpus, I’indice de consommation est resté presque constant durant 1’expérimentation. Les

résultats du lot 3 montrent ainsi une bonne action de I’extrait aqueux de Anogeissus leiocarpus
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sur une efficacité de la conversion alimentaire. Cet extrait, en plus, de ses actions
antisalmonelles aurait amélioré la digestibilité et I’absorption des aliments.

La catalase est une enzyme de défense contre les espéces réactives de 1’oxygene. Il a été
démontré par plusieurs chercheurs que la réduction des activités de la catalase chez les animaux
peut provoquer une accumulation de composés hautement toxiques et de peroxyde d’hydrogene
pouvant conduire a un stress (Serge et al., 2016 ; Jean et al., 2021). D’ailleurs, d’aprés Sharida
etal. (2012) et Yu et al. (2016), une diminution significative de ’activité de la catalase indique
un stress oxydatif. Les résultats de la présente étude confirment ceux de ces auteurs. En effet,
I’infection causée par la souche de Salmonella typhimurium a fait diminuer de facon
significative ’activité de la catalase dans le rein, le cceur, le poumon et la rate par comparaison
au lot 1 témoin (poussins non contaminés et non traités). Le traitement des poussins malades
avec I’extrait aqueux de Anogeissus leiocarpus a entrainé une augmentation des activités de la
catalase dans le rein, le cceur, le poumon et la rate comparativement au lot de poussins
contaminés et non traités (lot 2). Le méme traitement avec ’extrait aqueux de Anogeissus
leiocarpus a normalisé aussi 1’activité de la catalase dans le rein, le coeur le poumon et rate par
rapport au lot 1 témoin (poussins non contaminés et non traités). Dans la présente étude, cette
augmentation significative de 1’activité de la catalase montre 1’effet antioxydant que cet extrait
de plante possede. En effet, ’extrait aqueux de Anogeissus leiocarpus aurait agi soit en piégeant
directement les radicaux libres, soit en stimulant la production d’enzymes antioxydantes (YU et
al., 2016 ; Yarru et al., 2009 ; Sharida et al., 2012).

La peroxydase est une enzyme qui catalyse la réduction des hydroperoxydes y compris
les peroxydes d’hydrogénes protégeant ainsi la cellule des dommages oxydatifs (Serge et al.,
2016). Selon certains auteurs, 1’infection causé€e par des souches bactériennes provoque une
réduction significative de I’activité de la peroxydase chez des poulets et rats (Jean et al., 2019 ;
Kodjio et al., 2016). Les mémes constats ont été faits dans notre étude. En I’occurrence nous
avons observé une diminution significative de I’activité de la peroxydase dans le sérum et dans
les organes des poussins du lot 2 (contaminés non traités) par comparaison au lot 1 témoin (non
contaminés non traités). Par contre, les activités de la peroxydase ont nettement augmenté lors
du traitement des poussins malades avec 1’extrait aqueux de Anogeissus leiocarpus. Cet extrait
a méme normalisé les activités de la peroxydase dans les sérums et la plupart des organes par
rapport au lot 1 témoin (non contamingés et non traités). Cette performance pourrait s’expliquer
par le fait que I’extrait aqueux de Anogeissus leiocarpus, en stimulant une augmentation des
activités de la peroxydase a empéché par la méme occasion une accumulation des radicaux

libres en exces et par conséquent a permis d’éviter le stress oxydatif (Jean et al., 2019).
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Le monoxyde d’azote (NO) est un modulateur physiopathologique produit par les
macrophages. Ce modulateur peut s’associer a I’oxygene, le fer et les thiols pour exercer des
effets bactériostatiques sur les salmonelles. Cependant, son association avec les superoxydes
(0%) le rend bactéricide contre les Salmonelles (Jean et al., 2019 ; Henard et al., 2011).
Toutefois, un exceés de production de NO peut entrainer un stress oxydatif (Jean et al, 2019).
Dans cette étude, seuls les reins des poussins contaminés et non traités du lot 2 ont enregistré
une augmentation trés hautement significative des teneurs en NO par rapport au lot 1 témoin
(non contamineés et non traités). Le traitement des poussins malades avec 1’extrait aqueux de
Anogeissus leiocarpus a fait diminuer la teneur en NO dans les reins des poussins du lot 3 par
rapport a ceux des poussins contaminés et non traités du lot 2. Ce traitement a également permis
une normalisation des teneurs en NO dans les reins des poussins par comparaison au lot 1. Ces
résultats peuvent étre expliqués par le fait que I’extrait végétal aqueux de Anogeissus leiocarpus
stimulerait plus le systeme immunitaire des poussins et en particulier les macrophages pour
lutter contre cette souche de Salmonella typhimurium (Herman et al., 2020). Par ailleurs, la
capacité de cet extrait aqueux a réguler la présence de NO serait liée a la fois a ses activités
antisalmonelle et antioxydante. D’ailleurs, Koné et al. (2009) sont parvenus a la méme
conclusion a I’issue de leurs travaux qui ont porté sur 1’étude des activités antisalmonelles et
antioxydantes de I’extrait aqueux de Anogeissus leiocarpus.

Le malondialdéhyde (MDA) est un bon indicateur du niveau de peroxydation lipidique.
C’est un produit final de dégradation oxydative des acides gras insaturés (Serge et al., 2016 ;
Jean et al., 2021). Par ailleurs, une infection d’origine bactérienne, comme une Salmonellose
peut induire un stress oxydatif qui peut aboutir a une peroxydation lipidique quantifiable. Dans
cette étude, une diminution moyennement significative a été observée dans le foie des poussins
malades traités avec ’extrait aqueux de Anogeissus leiocarpus par rapport aux poussins
contaminés et non traités du lot 2 (C-NT). Ces résultats montrent que 1’extrait aqueux de
Anogeissus leiocarpus aurait agi en faveur de la réduction des teneurs en MDA, permettant
ainsi d’éviter la destruction de la bicouche membranaire (Herman et al., 2020).

De fagon générale, dans cette étude, les activités antioxydantes intéressantes de 1’extrait
aqueux de Anogeissus leiocarpus seraient liées a l’action synergique des métabolites
secondaires qu’il renferme. En effet, plusieurs travaux ont déja montré la présence de plusieurs
groupes de métabolites secondaires dans les extraits de Anogeissus leiocarpus dont les
composés phénoliques en particulier les flavonoides qui inhibent la formation des radicaux

libres et empéchent également 1I’oxydation des protéines membranaires (Herman et al., 2020).
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La non maitrise du risque sanitaire dans 1’aviculture est a I’origine d’importantes pertes
économiques liées a des infections bactériennes telles que les salmonelloses. A cela s’ajoute le

stress oxydatif chez les poussins ; ce qui compromet les performances de la production avicole.

L’utilisation abusive des antibiotiques de synthése par les fermiers pour lutter contre les
infections a salmonelles au niveau des volailles a entrainé 1’émergence du phénoméne de
multirésistance des bactéries a plusieurs familles de ces molécules. C’est I’exemple de
I’oxytétracycline (OTC), qui est un antibiotique a large spectre, principalement actif contre les
bactéries a Gram positif et négatif, aérobies et anaérobies, ainsi que contre les mycoplasmes,

les chlamydiae et les rickettsies.

Aussi, les suppléments alimentaires généralement riches en antioxydants de synthese ne

permettent plus une bonne prise en charge du stress oxydatif constaté chez les poussins de chair.

L’usage des plantes médicinales se présente alors comme une alternative aux
antibiotiques usuels et supplements alimentaires riches en antioxydants de synthése. C’est dans
cette optique que nous nous sommes proposés de réaliser cette étude en vue d’apporter notre
modeste contribution a la résolution de ces deux problémes majeurs rencontés dans les élevages

en général et dans 1’aviculture en particulier.

Au terme de cette étude, les tests de sensibilité réalisés ont révélé que chacun des extraits
préparés a partir des feuilles de Anogeissus leiocarpus a montré une activité bien définie sur la
croissance des souches de Salmonella typhimurium étudiees. Cette activité s’est exprimée a

travers un mode d’action bactéricide.

Dans notre étude, I’analyse phytochimique a revélé la présence de plusieurs familles de
métabolites secondaires d’une part ; et le dosage des composés phénoliques des extraits a
montré que les feuilles de Anogeissus leiocarpus constituent une importante source

d’antioxydants ; d’ou le pouvoir antioxydant intéressant enregistré.

Les extraits sembleraient &tre non toxiques par voie orale, pour les poussins de chairs.
En effet, I’étude de la toxicité aigué par voie orale des extraits n’a montré aucun cas de

mortalité, ni aucun signe clinique de toxicité apres I’administration des 1’extraits.

Par ailleurs, I’extrait aqueux des feuilles de Anogeissus leiocarpus, utilisé dans le
traitement de la Salmonellose induite chez les poussins au cours de cet élevage expérimental a

montré le meilleur pouvoir thérapeutique, comparativement a I’oxytétracycline, antibiotique
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couramment utilisé par certains fermiers dans les élevages de volaille. 11 s’agit notamment de

[’amélioration :

- de certains indices cliniques et du comportement des poussins de chair ;

- du gain de poids moyen ;

- de I’indice de consommation alimentaire ;

- de quelques paramétres biomarqueurs du stress oxydatif (activités de la catalase et

peroxydase, teneurs en monoxyde d’azote et en malonaldéhyde).

Les pouvoirs antibactériens et antioxydants tres intéressants exprimés par Anogeissus
leiocarpus dans notre étude pourraient étre liées a ’action synergique des métabolites
secondaires qu’elle renferme. La richesse des extraits de cette plante en substances
antisalmonelles et antioxydantes nous ouvre ainsi de larges perspectives de recherche dans le

cadre de la valorisation de la pharmacopée africaine en général et ivoirienne en particulier.

Au vu donc des résultats obtenus et surtout des performances enregistrées a I’issue de
la présente étude, nous pouvons dire que Anogeissus leiocarpus présente un intérét particulier
dans la perspective du développement et de I’utilisation de phytobiotiques comme une

alternative aux antibiotiques et supplements alimentaires en aviculture.

Par conséquent nous pensons qu’il serait utile de poursuivre des recherches sur les
extraits de Anogeissus leiocarpus pour mieux les exploiter dans 1’élevage des poulets. Ainsi,
Nous envisageons :

- approfondir les études sur leur toxicité cellulaire ;

- Doser certains parameétres biochimiques tels que les transaminases (ASAT et ALAT),
I’'urémie, la créatinine et la glycémie afin d’apprécier ’effet des extraits de Anogeissus
leiocarpus sur le fonctionnement des organes vitaux chez les poulets ;

- isoler et caractériser les substances bioactives contenues dans ces extraits ;

- tester I’effet de Anogeissus leiocarpus sur d’autres souches microbiennes qui causent

également de nombreux problemes dans I’aviculture.

- Faire une caractérisation des substances inhibitrices contenues dans ces extraits par
HPLC.

Pour notre part, nous pensons que toutes ces investigations pourraient contribuer au
développement et a la mise sur le marché de médicament traditionnels améliorés a base de

Anogeissus leiocarpus. Ainsi, accessible a nos populations, ce phytomédicament pourrait étre
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efficace en aviculture dans la lutte contre les infections bactériennes et pour la prise en charge

du stress oxydatif.
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RESUME

Ces derniéres années, la viande de volaille est devenue la source de protéine la plus consommeée a travers le
monde entier et pourrait représenter la moitié de la production mondiale de viande dans les dix prochaines
années. Malheureusement, la salmonellose et le stress oxydatif causent d’énormes pertes économiques et un
probléme de santé publique, aggravé par la résistance aux antibiotiques. Les phytobiotiques se présentent
alors comme une alternative aux antibiotiques. Notre étude visait & évaluer les effets des extraits de feuilles
de Anogeissus leiocarpus sur la salmonellose et le stress oxydatif chez des poussins de chair. Pour ce faire
nous avons évalué d’abord in vitro, I’activité antibactérienne des extraits aqueux et hydroéthanolique 70%
de Anogeissus leiocarpus sur deux souches mutirésistantes de Salmonella typhimurium d’origine aviaire.
Nous avons alors obtenu un rapport CMB/CMI égal a 1 (aqueux) et 2 hydroéthanolique synonyme d’un effet
bactéricide. Le triphytochimique a révélé des teneurs en polyphénols totaux sensiblement égales pour les
extraits agueux et hydroéthanolique ; soit respectivement 558,25 mg EAG/g et 605,41 mg EAG/g. Toutefois,
I’extrait hydroéthanolque reste plus riche en flavonoides totaux que l’extrait aqueux soit respectivement
539,60 mg EQ/g et 388,95 mg EQ/g. En outre nous avons observé des activités antioxydantes tres
intéressantes. Par ailleurs I’extrait aqueux de Anogeissus leiocarpus utilisé dans le traitement d’une
Salmonellose induite a significativement amélioré certains indices cliniques, le comportement et quelques
paramétres biomarqueurs du stress oxydatif chez des poussins de chair. En conclusion, Anogeissus leiocarpus
pourrait étre utilisée comme un phytomédicament en aviculture.

Mots clés : Anogeissus leiocarpus, Extraits, Salmonella typhimurium, Multirésistant, Antioxydant.

ABSTRACT

In recent years, poultry meat has become the most consumed source of protein worldwide and could represent
half of global meat production in the next ten years. Unfortunately, due to the failure to control the health
risk, Salmonellosis and oxidative stress cause enormous economic losses and a public health problem,
aggravated by the phenomenon of antibiotic resistance. Phytobiotics then present themselves as an alternative
to antibiotics. Our study then aimed to evaluate the effects of leaf extracts of Anogeissus leiocarpus on
salmonellosis and oxidative stress in broiler chicks. To do this, we first evaluated in vitro the antibacterial
activity of aqueous and hydroethanolic extracts Anogeissus leiocarpus on two multiresistant strains of
Salmonella typhimurium of avian origin. We then obtained a MBC/MIC ratio equal to 1 (aqueous) and 2
(hydroethanolic), synonymous with a bactericidal effect. The triphytochemical revealed approximately equal
total polyphenol contents for the aqueous and hydroethanolic extracts; or respectively 558.25 mg EAG/g and
605.41 mg EAG/g. However, the hydroethanolic extract remains richer in total flavonoids than the aqueous
extract, i.e. 539.60 mg EQ/g and 388.95 mg EQ/g respectively. In addition, we observed very interesting
antioxidant activities. Furthermore, the aqueous extract of A. leiocarpus used in the treatment of induced
Salmonellosis significantly improved certain clinical indices, behavior and some biomarker parameters of
oxidative stress in broiler chicks. In conclusion, Anogeissus leiocarpus could be used as traditional medicine
in poultry farming.

Keywords: Anogeissus leiocarpus, Extracts, Salmonella typhimurium, Multiresistant, Antioxidant.
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