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Résumé

Résumé

Le but de la présente étude est d’évaluer in vitro et in vivo la capacité de certaines
huiles essentielles (HE) et leurs composés majoritaires de détruire les oocystes d’Eimeria
sp (E. meleagrimitis, E. adenoeides, E. gallopavonis, E. dispersa, E. meleagridis, E.

subrotunda, et E. innocua) chez la dinde chair.

La premiere partie de ce travail consiste a tester et & comparer 1’activité oocysticide
in vitro de cing HE et de deux composés majoritaires, sur un mélange d’oocystes
d’Eimeria sp. Les résultats obtenus montrent que les HE du thym, d’origan et de 1’arbre a

thé ainsi que le composée majoritaire thymol sont les plus efficaces.

La deuxiéme partie consiste a tester in vivo le pouvoir anticoccidien du NP1600 sur
les oocystes d’Eimeria sp chez la dinde chair, dans le but de 1’utiliser comme traitement
dans I’aliment et dans 1’eau de boisson. En comparaison avec les animaux témoins nourris
avec I’aliment ne contenant ni anticoccidiens ni antibiotiques, les résultats montrent que le

NP1600 est tres efficace dans la prévention et le traitement de la coccidiose chez la dinde.

Mots clés: Eimeria sp, activité anticoccidienne, effet oocysticide, huile essentielle,

composé majoritaire, et dinde chair.
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Abstract

Abstract

The purpose of this study was to evaluate the ability of some essential oils and their
major compounds to destroy a mixture of Eimeria oocysts in vitro and in vivo (E.
meleagrimitis, E. adenoeides, E. gallopavonis, E. dispersa, E. meleagridis, E. subrotunda,

and E. innocua) in turkey meat.

The first part of this work is to test and compare the in vitro activity of five
oocysticidal essential oils and two of their major compounds, to destroy the mixture of
oocysts of Eimeria sp. The results showed that the essential oils of thyme, oregano and tea

tree as well as the major compound thymol are the most effective.

The second part is to test the in vivo anticoccidial power of NP1600 on Eimeria sp
oocysts on broiler turkey, in order to be used as a treatment in their food and drinking water.
In comparison with the control, our results showed that the NP1600 is very effective in the

prevention and treatment of coccidiosis in broiler turkey

Keywords: Eimeria sp, anticoccidial activity, oocysticidal effect, Essential oil, major

components and broiler turkey.
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Introduction générale

INTRODUCTION GENERALE

Le secteur avicole constitue I'une des activités agricoles les plus dynamiques au Maroc
avec un taux d'accroissement moyen sur les trois derniéres décennies, d'environ 7,4 % pour la
production de viande de volailles et 5,7 % pour la production d'ceufs de consommation.
Compte tenu de leurs prix relativement bas par rapport aux autres denrées animales, les
produits avicoles sont largement consommés et constituent un apport en protéines de choix

pour I’amélioration de la sécurité alimentaire.

En 2012, les besoins du Maroc en produits avicoles ont été couverts par une
production de 510 milles tonnes de viande de volailles (correspondant a plus de la moitié de la

production nationale total en viandes) et 4, 3 milliards d’ceufs (FISA 2012).

L’¢levage intensif de la volaille a bouleverser les pratiques de 1’éleveur et celles du
vetérinaire, posant de nouveaux problemes sanitaires. Parmi les problemes qui engendrent des
pertes consistantes répétées en aviculture, la coccidiose est 1’une des préoccupations
prioritaires des éleveurs, tant pour la mortalité et la morbidité qu’elle induit que pour les
pertes économiques qu’elle engendre. Connue depuis longtemps, elle est difficile a contréler

par de simples mesures sanitaires.

Les plans de prophylaxie médicale sont principalement fondés sur trois moyens de

lutte contre cette maladie:

- T’utilisation d’additifs coccidiostatiques dans I’aliment;
- Le traitement anticoccidien systématique au cours de 1’élevage;

- Plus récemment la vaccination.
L’objectif de cette étude est de :

% Mettre au point une composition coccidiocide a base d’huiles essentielles (HE), ou de
composés majoritaires purifiés a partir des HE, pouvant représenter une alternative

aux anticoccidiens utilisés dans I’aliment.

K/
°e

Tester 1’efficacit¢ anticoccidienne de notre composition sur des dindons
expérimentalement infectés avec une forte charge d’oocystes correspondant aux

conditions de la coccidiose séveére.
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Revue bibliographique

I-Données générales sur la dinde

L’¢levage de la dinde a connu des progreés importants au cours des derniéres années.
Ceci est dl en partie a la vitesse de croissance élevée de la dinde, a son poids, et a sa masse

musculaire développée, ce qui fournit une viande de qualité a moindre codt (Mallak, 2000).

1-Historique

Le dindon dont le nom scientifique est Meleagris gallopavo, dérivé du mot latin gallus
signifiant coq et pavo semblable au poulet, appartient a la famille des Phasianideaede 1’ordre
des Galliformes. Il est parfois placé dans la sous-famille des Meleagridideae (Villate, 1997).
Cette espéce est originaire d'’Amérique centrale, elle fut introduite en Europe par les
Espagnols. L’histoire rapporte que la premiere dinde était consommée en Europe en 1570 a
I'époque de Charles XI en France. Le roi a décidé d'élever la dinde dans la forét de Saint
Germain. La dinde est devenue par la suite un plat pour les nobles francais. Ensuite, elle a été
importée en Bretagne a travers I'Espagne. Au début du 16°™ siécle, la majorité des dindes
étaient élevées pour la féte de Noél et jusqu'en 1950, la production se faisait d'une maniere
traditionnelle (Brant, 1998).

L’¢élevage industriel de la dinde n’a débuté que durant les années cinquante du siéecle
dernier avec I’apparition et le développement des techniques de la production et 1’expansion
du marché des médicaments. A I’heure actuelle, et avec I’instauration de I’insémination
artificielle et la sélection d’organismes performantes, la production a considérablement
augmenté (Mouhri, 2005).

2- Méthodes de production de dinde type chair

a- Démarrage :

C'est une phase tres importante lors de I'élevage de la
dinde, elle s'étend jusqu'a six semaines d'dge. Durant cette
période les dindonneaux (figure 1) sont tres sensibles aux
variations de la température et des changements des facteurs

d'ambiance.

A | / ' ) ;\v\‘ ;‘! : »
ou I’eau, I’aliment et la chaleur correspondent a leurs besoins. " Figure ‘(1)  Dindonneaux (SIAM, |
2013)

Les dindonneaux seront confinés quelques jours a un endroit
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Ceci est obtenu par I’utilisation de cercle de démarrage (figure 2) qui supporte entre 250 a

350 dindonneaux.

Abreuvoir

435m

Figure (2): Cercles de démarrage (MERIAL)

b- Période de croissance

Cette période commence vers la 5eme
semaine d’age et s’étend jusqu’a ’age de 11 a
12 semaines pour les femelles et de 14 a 15
semaines pour les males. Les cercles de
démarrage sont enlevés et les dindonneaux
sont répartis sur tout le batiment. La mise en
place du matériel d’abreuvement et
d’alimentation a été installée et celui du
démarrage a été enlevé progressivement
(Barkok, 2007). A 10 semaines d’age la
femelle a un poids de 4,81 kg (figure 3) alors

que le male pése 6,17 kg.

Figure (3) : Dindons (femelles) en période de

croissance.
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c- Finition et abattage

La finition est la période entre la phase de croissance et 1’abattage des dindes. Elle
débute & la 12°™ semaine d’age chez la femelle (figure 5) qui pése 6-7 kg et & la 15°™

semaine chez le méale (figure 4) avec un poids de 10 a 12 kg.

\\\\\‘i

Z
=
/
/,
5

AR

.\\\\

A

Figure (4) : Dindons males (SIAM, 2013) Figure (5) : Dindons femelles (SIAM, 2013)

3- Aliment
Les caractéristiques du régime alimentaire pour la dinde

Les dindes se développent trés rapidement et sont capables de convertir les nutriments
en une viande de haute qualité. Par conséquent, 1’alimentation des dindonneaux doit assurer
un apport en nutriments trés variable dans le temps afin de les ajuster correctement aux
besoins selon les périodes d’élevage (Larbier et Leclerg, 1992). 1l y a lieu de souligner deux

caractéristiques importantes dans 1’alimentation de la dinde:

» Des besoins élevés en protéines, en minéraux et en vitamines;

» Chaque étape caractérisée par un type d’aliment a granulation différente.
Les aliments de démarrage et de croissance sont supplémentés par des additifs anticoccidiens
et antihistomonoses.

A partir de la premiére semaine, la distribution du grit est nécessaire pour limiter les
problémes d’ingestion de paille ou de copeaux de bois. Le grit & distribuer est d’un diamétre
de 2 mm jusqu’a 3 semaines d’age, 4 mm de 4 a 6 semaines d’age et de 6mm de 6 semaines a

I’abattage (Barkok, 2007). (Le grit est constitué d’'un mélange broyé de coquilles d'huitres,
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fossiles, de pierres de riviére et de charbon de bois. Il favorise une meilleure digestion des

aliments consommeés par les animaux).

I1-Les maladies de la dinde

La dinde est une espece particuliere. En plus de ses particularités anatomiques et
physiologiques, elle présente des réactions variables vis-a-vis des agents infectieux. En effet,
la dinde est tres sensible a un grand nombre de pathologies et elle manifeste des symptomes et
des lésions trés séveres par rapport aux autres especes (poulet).

1-Maladies d’origine bactériennes

Chez la dinde plusieurs bactéries ont un pouvoir pathogéne, en provoquant des
perturbations de 1’équilibre physiologique et une altération de 1’état de santé. Selon 1’ordre

d’importance et de sévérité d’infection, la dinde peut étre infectée par :

= Salmonelloses dont 1’agent causal est Salmonella gallinarum, S.pollurum, S.arizonae,
= Colibacillose I’agent causal est Escherichia coli ;

= Mycoplasmoses I’agent causal est Mycoplasma gallisepticum, Mycoplasma synoviae;
= Choléra aviare I’agent causal est Pasteurella multocida;

= Enteritenecrotique 1’agent causal est Clostridium perfringeus;

= Ornithobacteriose 1’agent causal est Ornithobacterium rhinotracheale;

= Coryza infectieux 1’agent causal est Avibacterium paragallinarum;

= Riemerellose I’agent causal est Riemerella anapestifer....

2-Maladies virales

Les virus sont des agents tres diversifi€s et tres pathogenes pour la dinde. Certain d’entres
eux peuvent provoquer des lésions et symptomes trés graves et méme des pertes importantes.

Les maladies suivantes sont les pathologies dominantes a étiologie virale chez la dinde :

= Newcastle;

= Rhinotracheite;

= Influenza;

= Entérite hémorragique;
= Heépatite virale;

= Variole;

= Infection a Rotavirus....
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3-Maladies parasitaires

Elles touchent particulierement les jeunes en provoquant des maladies parfois mortelles.

Les maladies les plus importantes sont :

= Les parasites internes provoqués par Hetérakis gallinarum et Ascaridia galli;
= Les parasites externes provoques par les puces et les poux;

= Les coccidioses provoquées par Eimeria meleagrimitis, E. adenoeides, ... ;

= Les histomonoses provoqués par Histomonas meleagridis;

= Lasyngamose provoques par Syngamus trachealis;

= Les capillariose provoqués par Capillaria. Obsignata,C. caudinflata, et C. contorta.

I11-Coccidiose aviaire
1-Définition

La coccidiose est une maladie parasitaire infectieuse, transmissible, contagieuse. Ce
protozoaire digestif est du a la multiplication, dans les cellules de la muqueuse de I’intestin ou
des cecums de coccidies pathogenes spécifiques de la famille des Eimeriidés. Elle est
caractérisée cliniquement par les différentes formes: les formes graves se traduisent par des

troubles digestifs mais il existe également des formes sub-cliniques qui se traduisent par des
baisses de production et ont une incidence économique (Chermette et Buissera, 1992).

2-Classification
La classification d’Eimeria, (Levine et coll., 1980), (Kreier et coll., 1987).

Regne : Protistes, organisme, eucaryotes, unicellulaires;
Embranchement : Protistes, hétérotrophes;

Sous-embranchement : Apicomplexa, protozoaires parasites intracellulaires obligatoires ;

Classe : Sporozoasida, absence de flagelles chez les sporozoites;

Sous classe : Coccidiasina, localisation intracellulaire, hotes vertébres;

Ordre : Eucoccidiorida, multiplication asexuée par mérogonie ;

Famille : Eimeriidae, développement a ’intérieur de cellules épithéliales. La sporulation est
exogene;

Genre : Eimeria, les oocystes sporulés contiennent quatre sporocystes renfermant chacun

deux sporozoites.
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3-Especes

Les espéces d’Eimeria ont été identifiées en fonction de leur localisation intestinale,

des Iésions induites et de la taille de leurs oocystes. D’autres paramétres comme la durée de

sporulation et la forme des oocystes (ovoide, ellipsoide, sub-sphérique ou circulaire), peuvent

aider a la détermination des especes de coccidies.

a-Chez le poulet

Neuf especes d’Eimeria spécifiques du poulet, ont été distinguées (tableau 1) dont

deux sont des pathogénes majeurs E. necatrix ; E. tenella (Ruff et coll., 1977).

Tableau (1): Différentes espéces d’Eimeria chez le poulet.

- Longueur Forme de Degre de la
X o Période , o
Espéce Localisation répatente largeur I’oocyste pathogénicité
prep d’oocyste (Lm)
E. necatrix partie moyenne de Sub globuleux
(Johnson, 1930) | [D’intestin gréle 138 heurs | 20,4/17,2 Ovoide Pathogeénes
- majeurs
E.tenella (Railliet y
et coll., 1891) cecums 115 heurs | 22,0/19,0 Ovoide
E. brunetti intestin gréle, 120 heurs | 24.6/18.8 Ovoide Tres pathogene
(Levine, 1942) | caecum et rectum ’ ’ mais rare
E.maxima (Tyzzer, L .
1929) jéjunum 121 heurs | 30,5/20,7 Ovoide Moyennement
- pathogenes mais
E.acervulina | duodénum, 1 tiers 96 heurs 18.3/14.6 Ovoide trés fréquentes
(Tyzzer, 1929) du gréle ’ '
.- ere L
E. mitis (Tyzzer, 1 moiti¢ de 93 heurs | 15,6/14,2 | Sub globuleux
1929) I’intestin gréle
E. praecox . y
duodénum 83 heurs 21,3/17,1 Ovoide Peu ou pas
(Johnson, 1930) pathogé?]es
E.hagani (Levine, duodénum : y
1938) 7 jours 19 /17 Ovoide
R duodénum et
E. mivati (Edgar, ; A = y
1964) intestin gréle 4-5 jours 16 /13 Ovoide
8
Mariam TANGHORT Master GCB




Revue bibliographique

b-Chez le dindon

Sept especes d’Eimeria peuvent toucher la dinde (tableau 2) dont trois sont les plus

pathogénes et les plus rencontrées dans les élevages: Eimeria meleagrimitis, Eimeria

adenoeide et Eimeria gallopavonis (Hein, 1969 ; Joyner, 1973).

Tableau (2): Différentes espéces d’Eimeria chez la dinde.

Longueur

. L Période Forme de Degré de la
Espece Localisation prépatente largeur I’oocyste pathogénicité
d’oocyste (LUmM)
E. meleagrimitis | Tout I’intestin -
(Tyzzer, 1929) gréle 103 heurs 19,2 /16,3 Ellipsoide
E. adenoeides Caeca. iléon Trés pathogenes
(Moore et terminal et 103 heurs 25,6 /16,6 Ovoide
Brown, 1951) rectum
E. gallopavonis Piléon. 1 t
(Hawkins, ! g??e’s i;ggaum 105 heurs 27,1/17,2 Ellipsoide Pathogéne
1952)
E.dispersa duodénum, ,
(Tyzzer, 1929) intestine gréle 120 heurs 26,1 /21,0 Ovoide Movennement
E. meleagridis N yh N
(Tyzzer 1927) caeca, rectum 110 heurs 24,8/18,1 Ellipsoide pathogenes
E. subrotunda duodénum, Sub
(Moore, rown et | jgjunum et haut | 95 heurs 21,8/19,8 hu
Carter 1954) de I’iléon. spherique
E. innocua Pel;] ou pas
\ - athogenes
(Moore et Intestine gréle | 114 heurs 22, 4/20,9 Sub patnog
sphérique

Brown, 1952)

4-Cycle du développement d’Eimeria

Les coccidies ont un cycle de développement biphasique (figure 6) avec une phase

extérieure a I’hote (phase de résistance et de dissémination) et une phase intérieure a 1’hote

(phase de multiplication et de reproduction). Pendant la phase de résistance et de

dissémination, I’oocyste va résister aux conditions du milieu extérieur et se transformer en

éléments infestants par sporulation. Cette sporulation se fait a la faveur des conditions

favorables d’humidité et de température et conduit & la formation de quatre sporocystes

contenant chacun deux sporozoites. L’ingestion des oocystes mirs (oocystes sporulés) par

1I’hote sensible amorce la deuxieme phase, au cours de laquelle les oocystes mirs liberent dans

I’intestin des sporozoites. Ces derniers pénétrent a 1’intérieur des entérocytes et s’y multiplient

de fagon asexuée: c’est la schizogonie qui conduit a la formation des schizontes doués d’un
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pouvoir de division rapide. Les mérozoites, libérés des schizontes mdrs, pénétrent activement
dans d’autres cellules et recommencent un nouveau cycle asexué, ou se différencient en

gametes: ¢’est la gamogonie.

Apres la fécondation, les zygotes s’entourent d’une coque et forment ainsi les oocystes

qui sont libérés dans la lumiére intestinale et excrétés avec les fientes.

Multiplications dans les entérocytes

| Microgamétes

T P

acrogamete

Gamétogenése dans les entérocytes

Figure (6) : Cycle évolutif des coccidies chez le poulet (Crevieu et Naciri, 2001).

5-Modalité de contamination

Les parasites peuvent étre disséminés de différentes manieres :

10
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* Par les animaux parasités (pigeons et tout oiseau sauvage) ;

* Par le personnel de I’élevage, pouvant véhiculer sur ses chaussures des débris de

litiére ou des feces contamines,

* Par I’intervention d’insectes coprophages.
La pérennité de la contamination est assurée par la grande résistance de 1’oocyste dans un
milieu favorable, puis au sein de la nouvelle bande (nouvelle bande : c’est la mise en place
des poussins d'1 jour, qui vont étre élevés jusqu'a I'enlevement pour I'abattage.). Au contact
d’un animal réceptif, le parasite se multipliera, sera excrété en grand nombre et pourra

contaminer tout le parquet.

Les oocystes sont donc toujours présents dans un poulailler pour trois raisons : le parasite est
résistant, le milieu est favorable et 1’animal est réceptif.
6-Symptomes

Suivant les espéces de coccidies en cause, 1’age des oiseaux et le mode d’élevage, on
peut observer deux formes de coccidioses : les coccidioses aigués et les coccidioses

chroniques.

a-Coccidioses aigués

Elles sont surtout observées chez les jeunes, fortement infestés, et ne recevant pas de
coccidiostatiques dans 1’alimentation puis les adultes stressés ou affaiblis par d’autres

maladies aussi bien en élevage industriel qu’en élevage traditionnel. (Boka, 2006).

% La coccidiose caecale hémorragique : elle peut apparaitre sur les animaux de 2 a 3

semaines (Villate, 2001). Les oiseaux sont frileux, tristes, en boules et font une diarrhée trés
hémorragique (figures 7 et 8) puis meurent en 2 a 5 jours. Les oiseaux, qui survivent apres 8

jours, guérissent et demeurent sans valeurs économiques (Fortineau et Troncy, 1985).
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Figure (7): Diarrhée hémorragique Figure (8) : Trace du sang

+« La coccidiose intestinale : a une symptomatologie plus frustre que la précédente. Elle

entraine une perte de 1’appétit, un amaigrissement, une paleur de la créte et des barbillons
(signe d’anémie), des symptomes de la paralysie locale et une diarrhée jaunatre parfois

sanguinolente. La morbidité et la mortalité dépendent de 1’espéce en cause (Villate, 2001).

b-Coccidioses chroniques

Elles sont dangereuses parce qu’elles sont souvent occultes. Observées en général chez les
sujets agés, elles se traduisent cliniqguement par un abattement, un appétit capricieux, une
diarrhée intermittente de mauvaise odeur. Les dindons ont donc un retard de la croissance,
parfois une paralysie, une paleur de la créte et des barbillons et une chute de ponte chez les
pondeuses (Boka, 2006).

7-Lésions accompagnants la coccidiose
a-Lésions macroscopiques

Elles sont observées a 1’autopsie et varient en fonction des especes de Coccidies. Au
cours de la coccidiose chronique, en plus des Iésions d’entérite, des lésions hépatiques
peuvent étre observées et elles apparaissent comme des points miliaires blanchatres ou
grisatres. Dans les cas des coccidioses aigus, par exemple dans la coccidiose caecale, les
Iésions sont nécrotiques et hémorragiques (Meklati, 2003) (figure 9).
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Figure (9): Lésions nécrotiques et hémorragiques dans la coccidiose caecale (Boka, 2006).
b-Lésions microscopiques

Elles se traduisent par une nécrose intestinale et une atrophie des villosités intestinales.
Les lésions observées, dans la forme aigué, sont dominées par des phénomenes vasculaires

(congestion, cedémes et hémorragies) (Boka, 2006).

8-Diagnostic
a-Diagnostic clinique

Il est facile et basé sur I’observation des signes cliniques. Il peut se confirmer aisément

a I’examen coprologique (Belot et Pangui, 1986).

b-Diagnostic nécropsique

Il repose sur 1’autopsie qui a pour but de rechercher les Iésions de coccidioses et de
faire des prélévements pour des examens microscopiques (des produits de raclage de la
muqueuse intestinale et des fragments d’intestins). Ces examens permettent de mettre en
évidence soit la présence d’oocystes de coccidie, soit des 1ésions caractéristiques de la
coccidiose (nécrose, hémorragie, coccidies dans la muqueuse intestinale). Par ailleurs, les
Iésions observées peuvent faire 1’objet d’une classification selon la technique de Johnson et
Reid (1970) qui consiste & attribuer un score, sur une échelle de 0 a 4 a chacune des portions
de TD’intestin suivant le degré de séverité de I’inflammation provoquée par les parasites,

I’épaississement de la muqueuse intestinale et 1’état de digestion du contenu intestinal.
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Ces scores sont utilisés en routine pour le diagnostic des coccidioses, 1’évaluation de
I'efficacité des anticoccidiens, et I’aide a 1’identification des différentes espéces de coccidies.
Les scores lésionnels peuvent &tre établis a partir de 1’observation de plusieurs parties
intestinales aprés sacrifice de 1’animal. Pour chaque espece, le risque de coccidiose existe
pour un score lésionnel supérieur a 2.

= 0 pas de lésion ;

= 1 légere lésion;

= 2 lésion moyenne ;

= 3 lésion sévere;

= 4 sévéere ou mortelle.

9-Lutte contre les coccidioses

Aucune mesure sanitaire ne permet de contrbler parfaitement ce parasitisme. Les
coccidioses restent un probleme majeur en élevage avicole. L’industrialisation a pris en
compte des critéres de rentabilité et a augmenté les possibilités de développement du parasite
et de contamination des animaux. Par opposition a ce qui précéde, les méthodes de lutte ne

sont pas totalement efficaces mais elles peuvent réduire la pression parasitaire.

a-Traitements anticoccidiens

Le traitement est basé sur I'utilisation d’une gamme variée d’anticoccidiens, dont on

peut citer deux groupes :

% Les coccidiocides : qui détruisent les coccidies pendant leur développement

(Diclazuril, Toltrazuril, Dinitolmide et ionophores) (Manger, 1991 et Fowler, 1995).

Les sulfamides sont les plus utilisés, soit seuls, soit associés a d’autres médicaments tels que
I’amprolium et les pyrimidines (Saville, 1999). lls sont utilisés, de préférence, dans I’cau de

boisson mais ils peuvent aussi étre ajoutés dans I’aliment.

Bien que le traitement soit efficace, des cas de résistance et de toxicité ont été souvent
observés (Fowler, 1995 ; Peek et coll., 2003 ; Abbas et coll., 2011a).

% Les coccidiostatiques : sont des substances chimiques qui stoppent ou inhibent la

croissance des coccidies tout en permettant une infection latente aprés retrait des

médicaments. lls sont de deux types: les produits de synthése et les anticoccidiens ionophores
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(des substances qui contiennent un groupe polyéther et sont produites par fermentation avec

plusieurs souches de Streptomyces spp. et d’Actinomadura Spp.).

Actuellement, la réglementation Internationale a interdit 1’'usage d’un grand nombre de
produits chimio-thérapeutiques pour des raisons de risque de toxicité pour le consommateur
ou pour I’environnement (Story et Doube, 2004 ; Kosal et Anderson, 2004). Les autorisations
actuelles, limitées dans le temps, expirent entre 2009 et 2017. Les informations contenues

dans ces autorisations sont résumeées au tableau (3).

«» Problémes de toxicité

Bien que les anticoccidiens soient efficaces contre la coccidiose, les ionophores ne sont
pas sans danger pour la volaille. A des doses supérieures a celles recommandées par les
fabricants, ils entrainent des intoxications importantes. Le plus souvent, ces intoxications
apparaissent suite a des erreurs lors de leur administration (Zouzoua, 1990). La toxicité du
"monensin” a été plus fréquemment signalée, car il est le plus ancien et le plus utilisé chez la
volaille. Ainsi, son utilisation, a des doses croissantes, a entrainé des probléemes d’anorexie,
de diarrhée, d’amaigrissement et de faiblesse musculaire. Cette toxicité se présente également

sous forme d’une congestion généralisée des visceres et d’une atteinte cardiaque.

b-La vaccination

C’est une alternative nouvelle par rapport a la chimio-prévention, mais elle n’est pas

encore bien répandue. 1l existe différents types de vaccins :

++ des vaccins vivants virulents : contre les coccidioses du poulet et du dindon (Coccivac

et Immucox respectivement aux Etats-Unis et au Canada). Ils sont interdits en France; car ils
sont composes de souches virulentes et leur utilisation risque d’introduire des coccidioses.

% des vaccins vivants atténués:Il s’agit de vaccins tels que Paracox®-8, Paracox®-5 et

Livacox®. Le Paracox®-8 (8 souches d’Eimeria) est destiné aux volailles a vie longue; tandis
que le Paracox®-5, récemment mis sur le marché, est réservé au poulet de chair (Boka,
2006).
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Tableau 3:Autorisations de coccidiostatiques en tant qu’additifs pour I’alimentation animale dans la 1égislation communautaire (2008).

Fin de la
Noms des produits ;rltula!re de , Date de , periode Espéces cibles D.A LMR
I’autorisation P’autorisation | d’autorisatio
n
Décoquinate (Deccox) Alpharma AS 2004 17/07/2014 Poulets d’engraissement 3 jours
Monensin- sodium Eli Lilly and Poulets, poulettes destinéesala | 3 jours 25 ug/kg : Peau et graisse
o 2004 30/07/2014 ) ) o
(Elancoban) Company Limited ponte, et dindes < 16 semaines 8 ug/kg : foie, rein et muscle
) ) 25 pg/kg : Peau + graisse
Monensin-sodium Huvepharma NV ] ] ) o
o ) 2007 06/02/2017 Poulets et dindes < 16 semaines | 3jours | 8 ug/kg : foie, rein et muscle
(Coxidin) Belgium
Chlorhydrate de Alpharma _ ) )
o ) 2004 29/10/2014 Poulets, dindes et lapins 5 jours
Robénidine (Cycostat) | (Belgium) BVBA
Poulet poulettes destinées a la 20 pg/kg: muscle;
_ ) 2004 20.8.2014 ) ) )
LasalocideAsodium Alpharma ponte (< 16 semaines) i 100 po/kg: peau, graisse et foie
ours
(Avatec) (Belgium) BVBA ) ) . 50 pg/kg :rein
1999 30.9.2009 Dindes (< 12 semaines)
150 pg/kg :oeufs
2004 21.8.2014 Poulets d’engraissement 1 jour ---
Salinomycine sodium Huvepharma NV Poulettes destinées a la ponte< 12
(Sacox) 2003 11.11.2013 )
semaines
2001 31.5.2011 Poulets d’engraissement 5 jours 5 ng/kg : tous les tissus
16

Mariam TANGHORT

Master GCB




Revue bibliographique

Maduramicine 1999 30/09/2009 Poulets d’engraissement )
) Alpharma AS 5 jours
Ammonium (Cygro) 2001 15.12.2011 Dinde<16 semaines
Poulettes destinées a la ponte<16
_ 2003 20.1.2013 )
) ) ) Janssen Animal semaines
Diclazuril (Clinacox) i i
Health BVBA 2001 28.2.2011 Dinde<16 semaines
1999 30.9.2009 Poulets d’engraissement
Salinomycine sodium Alpharma _ 5 ug/kg
_ _ 2005 22/04/2015 Poulets d’engraissement 1 jour _
(Salinomax) (Belgium) tous les tissus
Narasin o ' .
) ] Eli Lilly and Poulets d’engraissement, dindes )
Nicarbazine 1999 30.9.2009 ‘ 5 jours
_ Company Ltd d’engraissement
(Maxiban)
Semduramicine Phibro Animal )
) ) 2006 20.10.2016 Poulets d’engraissement 5 jours ---
sodium (Aviax) Health,
D.A : Délai d’attente
LMR : Limites maximales de résidus
17
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I\VV-Utilisation des huiles essentielles dans le secteur avicole

L’interdiction en Europe d’un certain nombre d’additifs en production animale
(facteurs de croissance antibiotique, coccidiostats, antihistomoniques, ...) a conduit a
rechercher des alternatives a ces molécules. Différentes stratégies sont possibles, en
particulier I’utilisation des extraits végétaux, plus connues sous le terme de « Phytothérapie »,

dans le traitement de maladies avicole.
1-Définition

Les huiles essentielles sont des produits de composition généralement complexe, qui
renferment des principes volatiles contenus dans les végétaux et qui sont plus au moins
modifiés au cours de la préparation (Grosmond, 2001). Ces différents extraits ne sont pas

forcément d’aspect huileux. Ce sont des mélanges de molécules variées, comprenant en

particulier des terpénes et des composés oxygénés.

2-Répartition botanique

Les HE sont largement réparties dans le régne végétal. Certaines familles en sont
particulierement riches : Coniferes, Myrtacées, Ombelliferes, Labiées (Boulos, 1983 et
Sauvage, 1974). Elles peuvent se rencontrer dans tous les organes végétaux : sommités
fleuries, écorce, racines, fruit, bois,....etc. Dans une méme plante, elles peuvent étre présentes
dans différents organes. La composition des HE peut alors varier d’un organe a 1’autre (Paris
et Hurabielle, 1981).

3-Toxicité

En régle générale, les huiles essentielles ont une toxicité aigué faible ou tres faible par
voie orale: une DL50 comprise entre 2 et 5 g/kg pour la majorité des huiles couramment
utilisées (anis, eucalyptus, girofle, etc.) ou le plus fréguemment supérieure a 5 g/kg
(camomille, citronnelle, lavande, marjolaine, vétiver, etc.) ; d'autres ont une DL50 inférieure a
1g/kg : I'essence de moutarde (0.34 g/kg) ; les essences d'origan et de la sarriette (1.37 g/kg) ;
les huiles essentielles du basilic, de I'estragon et de I'hysope (1.5 ml/kg). Tandis que la

toxicité chronique est assez mal connue (Bruneton, 1999; Benzeggouta, 2005).
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4-Mode d’action des huiles essentielles

Les HE sont connues pour avoir un pouvoir antiseptique puissant. Certaines d’entre
elles, comme celles provenant de la sariette (Satureia montanaou) dut  Revue bibliographique
présentent une activité antibactérienne marquée a faible dose. Elles sont actives contre les
champignons et les parasites et certaines ont parfois une activité antivirale (Franchomme et
Penoel, 1990 ; Mazet, 2007).

++ Histomonose : Histomonas meleagridis

Plusieurs études ont été réalisées sur H. meleagridis. Les HE obtenues a partir de feuilles
de cannelle de Chine (0,5ul/ml), du péricarpe de fruits de citronnier (1ul/ml) et de bulbes d’ail
(1ul/ml) ont une action « létale » sur H. meleagridis (Zenner et coll., 2003). Récemment, une
nouvelle étude a été réalisée sur différents isolats d’H. meleagridis, de Tetratrichomonas
gallinarumet de Blastocystis. Différents composants naturels ont été testés in vitro (le
carvacrol, I’huile de Cassia, une saponine Quillaja saponaria) et des différences de létalité
ont été observées sur les différents isolats d’H. meleagridis (Grabensteiner et coll., 2007).

++ Coccidiose : Eimeria sp

De nombreuses méthodes alternatives aux anticoccidiens sont proposées en pratique,
telles que I’homéopathie, la phytothérapie et I’aromathérapie (Répérant 2001), et utilisées en

particulier dans les élevages biologiques.

» La bétaine : qui est un sous-produit de I’industrie de la betterave sucriére, a fait
récemment ’objet de plusieurs travaux aux USA et en Suéde. Elle semble avoir un effet
positif dans la lutte contre les coccidioses. Ainsi, en Suede (Waldenstedt et coll., 1999)
I’addition de bétaine a 1’aliment réduit la perte de gain de poids durant une infection par un

mélange de différentes espéces coccidiennes aussi bien intestinales que caecales.

» Artémisinine, issue de l’armoise ameére ordinaire (Artemisia annua). Une équipe
coréenne montre que les extraits d’Artemisia annua améliorent le gain de poids, 1’efficacité

alimentaire, et diminuent les 1ésions lors d’une infection par E. tenella (Oh et coll., 1995).

» Origan : Les huiles essentielles d’Origanum vulgares sont connues pour leurs actions
anti-bactériennes (Hammer et coll., 1999) et aussi contre certains parasites (Milhau et coll.,
1997 ; Giannenas et coll., 2003 ; Bona et coll., 2012). Elles seront en particulier bénéfiques

pour les animaux souffrant de coccidiose.
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Premiére partie

Premiere partie :
Etude de I’action oocysticide des huiles essentielles et
des composés majoritaires in vitro sur

les oocystes d’Eimeria sp.
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Introduction

Introduction

Au cours de sa vie, la volaille de type chair est soumise a diverses infections
bactériennes, virales et parasitaires. La coccidiose est la plus redoutable parmi toutes les
maladies. Elle est répandue dans tous les élevages. En dépit du progrés de la chimiothérapie et
de I’amélioration de la gestion des élevages, de la prévention et du traitement, cette maladie

demeure un probléme majeur auquel les éleveurs doivent faire face (Saade, 2005).

Jusqu’a I’année 2003, 1’aviculture moderne a utilisé des anticoccidiens dans les aliments a
titre préventif. Ce traitement prophylactique est a I’origine de plusieurs problémes:

e Toxicité rénale et hépatiques de certains anticoccidiens (ionophores) (Abbas et coll.,

2012)

e Développement de la résistance des oocystes (Abbas et coll., 2011) ;

e Résidus dans la chair des animaux présentant un danger pour la santé du

consommateur (Saadé, 2005) ;

e Accroissement important du codt de revient (Doussou et coll., 2009);

e Pollution de I’environnement (eau, sol). (Story et Doube , 2004 ; Kosal et Anderson,

2004).

Par conséquent, il est nécessaire et urgent de trouver d’autres solutions afin de lutter
contre les coccidioses aviaires en dehors des produits chimio-thérapeutiques, d’ou I’intérét de
la présente étude.

L'objectif de cette partie est d’évaluer:
e L'efficacité in vitro de 5 huiles essentielles de familles chimiques différentes sur
Eimeria sp.
e L’effet sur Eimeria sp des composés majoritaires présents dans les huiles essentielles

ayant montré la meilleure activite.
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Matériel et méthodes

I-Matériel et méthodes
1- Les huiles essentielles et leurs constituants

Cing HE ont été utilisées dans ce premier chapitre : I’HE du thym (Thymus vulgaris),
I’HE du romarin (Rosmarinus officinalis.), ’'HE d’origan (Origanum compactum), I’'HE
d’armoise (Artemisia absinthium) et ’HE d’arbre a thé (Melaleuca alternifolia). Elles sont

fournies par Mentholindia.

Deux composes majoritaires ont été utilisés : le thymol et le carvacrol, tous les deux
faisant partie des constituants des HE de thym et d’origan. Ces deux composés ont été fournis

par FLUKA.

2-Dispersion des HE et leurs composés majoritaires

Les HE sont d’abord dispersés a la concentration 1/10éme préparée en ajoutant 100 pl
d’HE a 900 pl d’une solution stérile, légerement visqueuse d’agar-agar a 0,2 % (Remmal et
coll., 1993).

Les concentrations finales des agents anticoccidiens étudiés :(0,3 mg/ml; 0,5 mg/ml; 1
mg/ml; 2 mg/ml), sont obtenues par addition de volumes variables d’HE ou composé

majoritaire a partir de la solution mére (10%) a différents volumes d’agar-agar 0,2%.

3-Préparation de la suspension de thymol et de carvacrol

Le thymol commercialisé sous forme de poudre cristallisée est solubilisé dans un bain-
marie a 50°C puis, mis en émulsion a une concentration de 10% dans une solution de 0,2%

d’agar (solution mére).

Le carvacrol est dispersé a la concentration 1/10eme préparée en ajoutant 100 ul de
carvacrol a 900 ul d’une solution stérile, légerement visqueuse d’agar-agar a 0,2 % (Remmal
et coll., 1993).

4-Préparation de la suspension d’oocystes d’Eimeria sp et leur multiplication

Les excréments frais ont été prélevés a partir des échantillons de dindons de type chair
souffrant de la coccidiose. Ces derniers sont fournis par la société UMA Volailles) (région de
Fes). Les feces ont eteé purifiés par flottation dans une solution saturée (333g de chlorure de
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Matériel et méthodes

sodium et 200g de sucrose dans 1 litre d’cau distillée (Shirley, 1995)), ensuite ils ont été

filtrés 2 fois a travers un tamis fin.

Un nombre d’oocystes compris entre 50 et 320.10° oocystes est inoculé par gavage
(figure 10) a des dindons agés de 47 jours en vue de les multiplier dans 1’organisme de
I’animal et provoquer ainsi la coccidiose. Cette opération a été répétée chaque jour pendant un

mois.

Seringue contenant
I'inoculum

Bec

Figure (10) : Gavage des dindons

5-Dénombrement des oocystes

Les oocystes ont été dénombrés sous microscope a 1’aide d’une cellule de Malassez.
Le comptage du nombre d’oocystes par carré moyen a ¢été fait en respectant les
caractéristiques de la lame utilisée (surface : 0,0025 mm? profondeur : 0,2mm). Le
grossissement utilisé est de 40 x. Les oocystes d’Eimeria sp. ont été comptés dans 10 champs
de vue en utilisant des standards (Ryley et coll., 1976), et le nombre moyen d’oocystes

d’Eimeria sp, par millilitre d’échantillon a été calculée selon la formule suivante :

N =(n/V) x f avec :-n : nombre d’oocystes comptées.
-V : volume de dilution.
-f : facteur de dilution.

-N : nombre d’oocystes par millilitre.
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6-Effet des huiles essentielles sur le nombre d’oocystes d’Eimeria sp.

Dans des tubes eppendorfs, 25 ul d’oocystes (le nombre d’oocyste est compris entre
19et2,2 lOlO/ml) ont été mis en contact direct avec 40 pl d’HE a diverses concentrations (0
; 1/3000=0,3mg/ml; 1/2000=0 ,5mg/ml; 1 /1000=1mg/ml; 1/500=2mg/ml) afin de déterminer
’activité anticoccidienne, dans un volume final de 200 pl (Remmal et coll., 2011) Le schéma
suivant (Figure 11) montre la préparation de différentes concentrations des HE. Les

expériences ont été faites en triplicate en vue de déterminer la valeur moyenne.

Les DLsp seront déduites des histogrammes par détermination de la concentration a

laquelle le nombre d’oocystes était égal a la moiti¢ du nombre initial.

‘ llOO pl lSO pl XZS pl l 16.6ul
) o { o ‘/ o ‘v //"Vi' _/f'."
100 I HE 900 ! 950 pl 975 ul 983.4 pl
- " " >
Agar
1/10 1/100 1/200 1/400 1/600
l40ul HE l40ul HE l40ul HE l40ul
b s 7 > 7
175ul Agar 135ul Agar 135ul Agar 135ul Agar 135pl Agar
—» —» -» -»
+25ul +25ul +25u +25ul +254
oocystes oocystes oocystes oocystes oocystes
Temoin 1/500 1/1000 1/2000 1/3000

Figure (11) : Mise en contact des oocystes avec des HE a différentes concentrations.

7-Effet des composés majoritaires : le thymol et le carvacrol sur le nombre d’oocystes
d’Eimeria sp.

De la méme maniére, le thymol et le carvacrol, ont été mis en contact direct avec 25 pl
d’oocystes a diverses concentrations (0 ; 1/3000 = 0,3mg/ml; 1/2000 = 0,5mg/ml; 1 /1000 =
Img/ml; 1/500 = 2mg/ml) afin de déterminer I’activité anticoccidienne, dans un volume final
de 200 pl (Remmal et coll., 2011).
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Résultats

I1-Résultats
1- Effet des HE sur le nombre d’oocystes d’Eimeria sp.

Les cing HE testées montrent une diminution progressive du nombre d’oocystes en
paralléle avec I’augmentation de la concentration d’HE aprés un traitement d’une heure
(figure 12 et tableau 4) puis de 24 heures (figure 13 et tableau 5), d’une maniére dose-
dépendante a une concentration comprise entre 0,3 et 2 mg/ml. L’HE du thym suivie par celle
d’origan et I’HE de I’arbre a thé semblent étre les plus efficaces. Les HE de 1’armoise et du

romarin sont moyennement efficaces.

> Résultat aprés une heure de traitement:

°c des oocvstes
L 10%

L 00%

0 0.3 0,3 1 2 Concentration
BThvm ®Origan W Armoise B Arbre athé U Romarin mgml

Figure (12) : Diminution du nombre d’oocystes en fonction de la concentration des HE aprés

une heure.
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Tableau (4) : Effet de différentes concentrations des HE sur le nombre d’oocystes aprés une

heure.
Concentration des HE 0 0.3 05 1 9
mg/ml
Pourcentage d’oocystes restants
Thym 100% | (65+£3)% |[(53.50£3.3)% | (37x£1.7)% | (28+2.4)%
Origan 100% | (67 £3.7)% 56+x4)% |[(37.5x2.7)% | (30£1.3)%
Armoise 100% | (69+£2.6)% | (61+25% | (49£23)% | (40 £3.9)%
Arbre a the 100% | (70£2.1)% | (56+3.5)% | (41£35% | (35+2.2)%
Romarin 100% | (80£2.6)% | (69.5+4)% |(56.5%£2.5)% | (46 +3.3)%

> Reésultat aprés 24 heures de traitement:

%o des oocwstes
110%¢

100% —

oD%

0%

TO%

60% -

-:DD-I': -

40% |

530%

20%
10%%

0% -
Conentration

f] 0.3 0.3 1 2
mg 'ml

H Thyvm @ COrigan M Armmoise B Aybre a thé W Fomarnn

Figure (13) : Diminution du nombre d’oocystes en fonction de la concentration des HE apres 24

heures.

Tableau 5: Effet de différentes concentrations des HE sur le nombre d’oocystes apres

24heures.

Concentration
des HE mg/ml 0 0.3 0.5 1 2

Pourcentage d’oocystes restants
Thym 100% [(50+35%) [(39+2.4%) [(235+1.5)%](13,5+0.5)%
Origan 100% [(55+2.9%) |[(405+2%) |(35+2.8)% |(17+1.2)%
Armoise 100%  |(61,5+2.9)% |(B7=17%) |@43+4)% [(37+0.8)%
Arbreathé  |100%  |(54,5+2.6)% |(42,5+1.3)% |(35£3.5)% |20+ 1.5)%
Romarin 100% |[(68+3.9)% |[(57+29)% [(45£06)% |(38+2.3)%
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Résultats

2- Effet du thymol et du carvacrol sur le nombre d’oocystes d’Eimeria sp.

Les deux composés majoritaires testés montrent que le nombre d’oocystes diminue
progressivement en paralléle avec 1’augmentation de la concentration, d’une maniére dose-
dépendante a une concentration comprise entre 0,3 et 2 mg/ml, apres traitement d’une heure

(figure 14 et tableau 6) puis de 24 heures (figure 15 et tableau 7).

> Reésultat aprés une heure de traitement:

Yod 0OCVSies
110%
100% 4

a0% -
80% -

70% 4
60% 4
50% A
40% 4
30%

20% 4
10% 4
0%

0 0.3 0.5 1 5  Concentration

H Thyvmol B Carvacrol mg/ml

Figure (14) : Diminution du nombre d’oocystes en fonction de la concentration des composés
majoritaires aprés une heure.

Tableau 6:Effet de différentes concentrations des composés majoritaires sur le nombre
d’oocystes aprés une heure.

Concentration des
COMpOosés 0 0,3 0,5 1 2
majoritaires mg/ml

Pourcentage d’oocystes restants

Thymol 100% | (285+1.8)% ] (26 1.6)% | (16+1.2)% | (5 1.3)%
Carvacrol 100% | (59 £2.1)% | (48% 0.9)% | (30 0.4% | (19 2)%
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> Résultat aprés 24 heures de traitement:

%o d'oocvstes

110%

100%

0%

80%

T0%

60%
50%

40% -

30% A

20%
10%

0%

a3

H Thvmol

a5

2

H Carvacrol

Concentration

mg/ml

Figure (15) : Diminution du nombre d’oocystes en fonction de la concentration des composés
majoritaires aprés 24 heures.

Tableau 7: Effet de différentes concentrations des composés majoritaires sur le nombre
d’oocystes aprés 24 heures.

Concentration des
composés majoritaires | 0 0,3 0,5 1 2
mg/ml
Pourcentage d’oocystes restants
Thymol 100% | (21+£0.7%) | (16 £0.6%) | (9+15%) | (3£0.3%)
Carvacrol 100% | (41+2.1%) | (33+1.2%) |[(23,5%1.3%)((12,5 %= 0.3%)
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Discussion

I11-Discussion

1- Effet des HE sur le nombre d’oocystes d’Eimeria sp.

D’apres les résultats obtenus, toutes les HE testées sont capables de détruire les
oocystes d’Eimeria sp (DLsp< 1 mg/ml). Les trois HE les plus coccidiocides étaient I’HE de
thym suivie par celles de I’origan et de I’arbre a thé. Ces trois HE sont bien connues pour leur
pouvoir antiparasitaire a tres faible dose (Arczewska et coll., 2012). A notre connaissance
notre laboratoire a été le premier a décrire I’activité oocysticide in vitro de ces HE sur des
espéces d’Eimeria isolées des poulets de chair (Remmal et coll., 2011). Par ailleurs I’'HE de
I’armoise, trés réputée pour son activité antiparasitaire n’a montré qu’un effet moyen sur les

oocystes (62 % de réduction aprés24 heurs).

L’observation microscopique des oocystes traités par les HE montre une destruction
totale de ces oocystes de telle sorte qu’on arrive a observer que quelque débris d’oocystes
vidés et déformeés. Sachant que les oocystes représentent une forme de résistance de ce

parasite, que méme les acides et les détergents les plus forts n’arrivent pas a détruire.

2- Effet des composés majoritaires sur le nombre d’oocystes d’Eimeria sp.

Le thymol et le carvacol, les composés majoritaires des HE du thym et de ’origan, ont

été choisis afin de tester leurs activités sur les oocystes d’Eimeria sp isolées chez la dinde.

Ces deux composés majoritaires possédent un effet oocysticide a faibles doses (79%

de réduction d’oocyste apres 24h pour le thymol, et 59 % pour le carvacrol apres 24h).

Des etudes récentes menées in vivo ont montré 1’activité anticoccidienne du thymol et
du carvacrol ainsi que le maintien de I’intégrité intestinale, (Greathead et coll., 2006; Silva et
coll., 2009). Ces deux composés majoritaires ont été utilisés en tant qu’additifs alimentaire
pour la volaille (Lee et coll., 2004 ; Luna et coll., 2010). Les deux composés ont une toxicité
tres faible avec une DLsp par voie orale d’environ 1 a 3g/kg de poids corporel et par 24
heures (Lee et coll., 2003)

Notre laboratoire, a la recherche du mécanisme d’action oocysticide des HE et des
composés majoritaires, a montré une lyse des oocystes provoquant la libération du contenu
intracellulaire absorbant a 273 nm. Le matériel absorbant a 273 nm est probablement
constitué d’acides aminés aromatiques et de nucléotides (Remmal et coll., 2011 ; Remmal et
coll., 2013).
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Conclusion

Conclusion :

Les résultats obtenus indiquent que les cing HE et les deux composés majoritaires
testés peuvent détruire les oocystes d’Eimeria sp isolées de la dinde. Parmi ces HE, celles de
thym et d’origan ont un effet destructeur des oocystes a des concentrations particulierement
faibles. Les composés majoritaires de ces HE, carvacrol et thymol ont un effet oocysticide a
des concentrations encore plus faibles.

L’efficacité de ces HE et leurs composés majoritaires a faible concentration pourrait
avoir des avantages significatifs au cas ou ils seraient utilisés pour traiter le bétail contre la
coccidiose car leur forte efficacité a faible concentration permettrait d’avoir une bonne

appétence, un faible codt, moins de toxicité et moins de résidus.

Sur la base de ces résultats, nous avons mis au point une composition stable contenant
des principes actifs oocysticides et des excipients permettant leur stabilité, leur solubilité, et
une bonne biodisponibilité au niveau intestinal. Cette composition a été brevetée et sera

bientot disponible sur le marché sous 1’appellation NP1600 (Natural Promotor 1600).
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Deuxiéme partie

Deuxieme partie :
Evaluation in vivo de I’action du NP1600

sur la coccidiose sévere chez le dindon.
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Matériel et méthodes

A-Matériel et méthodes

I- Le traitement curatif de la coccidiose

Cette experience a éte effectuée pour déeterminer si le traitement avec le NP1600 serait
actif dans la réduction des effets de 1’infection par Eimeria (E. meleagrimitis, E. adenoeides,

E. gallopavonis, E. dispersa, E. meleagridis, E. subrotunda et E.innocua) chez la dinde.

1-Les animaux d’expérience

L’étude a porté sur un effectif de 9 dindons femelles, type chair, amenés a 1’animalerie
du laboratoire, a 1’age de 47 jours. Elles ont été fournies par la société UMA volaille Fés.
L’essai a duré 45 jours (j47- ]92). Les animaux sont restés dans 1’animalerie jusqu’a I’age de
77 jours avant de commencer 1’expérience. Elles ont été inoculées (50 et 320 x 10° oocystes)

par gavage chaque jour pendant 30 jours afin de provoquer la coccidiose.

2- Traitement utilisé dans I’eau de boisson et dans I’aliment

Le produit utilisé a pour appellation commerciale NP1600 fabriqué par la société LIPAV
(Laboratoire Industriel de Produits Agricoles et Vétérinaires, Casablanca). Le NP1600 est
utilisé dans une proportion de 2Kg /Tonne lorsqu’il est rajouté a I’aliment et 1kg /1000L

d’eau lorsqu’il est rajouté a I’eau de boisson.

3- La description de ’expérience

Les dindons infectés expérimentalement, sont répartis a 1’age de 77 jours en 3 lots de 3

dindons chacun.

Lot 1: témoin Animaux infectés non traités, ils ont été nourris par I’aliment industriel exempt
des anticoccidiens et des antiparasitaires, fournis par la société SAVOB-Fés (Annexe 1);
Lot 2: Animaux infectés traités pendant 15 jours au NP1600 dans I’aliment;

Lot 3 : Animaux infectés traités par NP1600 dans I’eau de boisson pendant 15 jours. Ces

animaux ont consommeé un aliment blanc.

Les animaux avaient un acces libre a 1’aliment et a 1’eau de boisson pendant toute la
durée de I’expérience. Les féces ont été prélevés toutes les 48 heures pour voir I’effet des

traitements sur les oocystes d’Emeria sp.
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4-Le suivi des excrétions d’oocystes

Des prélévements de fientes de chaque animal, ont été effectués tous les 48 heures
afin de suivre I’effet de traitement sur le nombre d’oocystes excrétés. Les fientes sont
purifiées par flottation dans une solution saturée (333g de chlorure de sodium et 200g de
sucrose dans 1 litre d’eau distillée (Shirley, 1995)), ensuite filtrés 2 fois a travers un tamis fin,

puis comptés a 1’aide de la cellule de Malassez.

Le comptage des oocystes dans les féces lors du dernier prélevement a été effectué en

fonction de leur taille, afin d’évaluer I’effet sur les oocystes de grande taille et de petite taille :

e Les oocystes de petite taille sont E.meleagrimitis, E. innocua et E. subrotunda ;
e Les oocystes de grande taille comprennent E. adenoeides, E. meleagridis, E.

gallopavonis et E. dispersa.

I1-Dénombrement des germes totaux

Dans les tubes a essais, un gramme de fientes de chaque animal est suspendu dans 9
ml d’eau physiologique stérile (9g Nacl/ litre d’eau distillée). La suspension a subi une série
de dilutions en cascade allant de 107 jusqu'a 10°. Aprés un test préliminaire, il a été décidé
d’utiliser la dilution 10°. Le dénombrement des bactéries est effectué par le dépot de 100 pl
de la dilution 10 a la surface d’une boite de Pétri contenant 20 ml de milieu nutritif gélosé
“Plate Count Agar” (PCA) (Annexe2). Apres incubation a 37 °C pendant 48 h, les germes
totaux sont dénombrés, et les résultats sont exprimés en nombre d’Unités Formant Colonie

(UFC).
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B-Résultats

1-traitement curatif :

Les traitements de la coccidiose (chez les lots 2 et 3) dans 1’aliment ou bien dans I’eau

de boisson, montrent qu’il y’a une diminution progressive du nombre d’oocystes en fonction

du temps. Apres 15 jours de traitement, plus de 80% d’oocystes ont été détruit (figure 16 et

tableau 8), avec une supériorité intéressante de 1’action oocysticide au traitement dans 1’eau

de boisson par rapport au traitement dans I’aliment. Au contraire on note une augmentation

remarquable du nombre d’oocystes le lot témoin en fonction du temps, elle dépasse 50%.

%o des oocvstes

180%

170%%

160%

130%

140%

130%

120%

110%

100%
00%
20% -
T0%
60%
50%
40%
30% -
20%
10% ~

0% -

H Temoin

a 3

M Traitement dansl'aliment

=]

7 12

15 Temps en jour

K Traitement dansl'eau de boisson

Figure (16) : Effet des traitements par rapport au témoin en fonction du temps sur le nombre

d’oocystes.

Tableau 8 : Effet du traitement par le NP1600 par rapport au témoin

JO J3 J5 J7 J12 J15
Les lots Pourcentage d’oocystes restants
Temoin 100% | (120£3)% | (135+£1)% | (140x2)% (146x4)% (162 = 3)%
Traitement dans | 100% | (67,5+6)% | (61 +4) % (33,75+6)% | (24,75£3)% | (18 +6)%
I’aliment
Traitement dans | 100% | (63,5+£8)% | (405 +7)% | (285£9)% | (28£3)% (20,5 7)%
I’eau de boisson
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> Résultat du comptage en fonction de la taille des oocystes :

D’aprés le comptage, une diminution trés importante jusqu’a la disparition (0,5-1%)
des oocystes de grande taille a été observée chez les deux lots traités. Au contraire chez le lot
témoin 50% des oocystes de grande taille a été observée (figure 17 et tableau 9). Donc le
traitement effectué dans 1’aliment ou bien dans 1’eau de boisson est capable a diminuer les

oocystes est plus particulierement les oocystes de grande taille.

%a d'oocystes
60%%
30%
40%
30%
20%%
11% 12%
10094
0.6% . 0,3%
0%
Témoin Traitement dans Traitement dans L Ots
I'aliment I'eaude boizzon
H Grandsz EPetits

Figure (17): nombre d’oocystes excrétés en fonction de la taille a j 15 (T : témoin,

A : Traitement dans I’aliment et E.B : Traitement dans I’eau de boisson)

Tableau 9 : nombre d’oocystes excrétés selon la taille a j 15

. Traitement
Lots . Traitement .
L. Témoin s dans I'eau de
d’animaux dans Il'aliment boisson
Pourcentage des oocystes
Grands | (g0 + 4)% (1+0)% (0,5 + 0)%
Petits | (825+6)% | (17+5)% (20 + 3)%
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2- Dénombrement des germes totaux

Les résultats du denombrement des germes totaux dans la flore intestinale ont décelé
la présence d’un nombre trés élevé de germes par gramme de féces autour de 9,9 10° UFC/g
chez le lot témoin, de 1,4 10° UFC/g chez le lot traité dans I’aliment et 4,8 10° UFC/g chez
le lot traité dans 1’eau de boisson (figures 18 et tableau 12). Donc le traitement dans I’cau de
boisson est plus efficace pour faire baisser les germes totaux dans la flore intestinale.

nb bactéries 102 UFC
110

100
00
20 ~
T0 A
60 1
30
40 A
30 A
20 A
10 4

o -

Lots
T A EB

Figure (18): Comparaison du nombre de bactéries entre les lots traités et le lot témoin.

(T : témoin, A : Traitement dans 1’aliment et E.B : Traitement dans 1’eau de boisson)

Tableau 10 : Nombre de bactéries dans chaque lot

Traitement dans | Traitement dans

Lots d’animaux Témoin o , .
I'aliment I'eau de boisson

Nombre de

bactéries 109UFC | 9974 | (14£18) (48£07)
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Discussion

C-Discussion

Les conditions sanitaires des élevages, sont assez difficiles du fait que les programmes
anticoccidiens combinent les molécules chimiques et la vaccination. Dans ce cadre
I’utilisation d’extraits de végétaux est une voie a explorer, afin d’éviter les conséquences dues

a ’utilisation excessive de ces molécules en les incluant dans 1’aliment.

Le comptage des oocystes dans les féces fraiches des animaux, montre une réduction
trés importante chez les lots traités, que le traitement soit incorporé dans I’aliment ou bien
dans I’eau de boisson et ce, en comparaison avec le lot ttmoin chez qui le nombre d’oocystes
a augmenté avec le temps (plus de 50%). Les oocystes de grande taille sont les plus éliminés
par le traitement, dont deux sont pathogénes Eimeria adenoeides et Eimeria gallopavonis.

Le comptage des germes totaux dans les feces apres le traitement par le NP1600 a été
effectué. La flore intestinale est plus faible chez le lot dont le traitement est incorporé dans
I’eau de boisson que chez le lot traité via 1’aliment. Les animaux du lot témoin ont une flore
intestinale plus importante que les deux lots traités. L’analyse de ces résultats montre
I’activité antimicrobienne de la composition NP1600 puisqu’elle permet de réduire la flore

intestinale.

D’autres auteurs (Hume et coll., 2006 ; Oviedo-Rondo’n et coll., 2006) ont rapporté
que des melanges spécifiques d’HE semblent étre efficaces dans la modulation des

communautés microbiennes intestinales mieux que 1’ionophore monensin.

Les travaux de Kroismayr et coll., 2007 comparant un mélange d’HE d’origan, 1’anis,
et pelures d’agrumes avec un antibiotique stimulateur de croissance chez des animaux
infectés de la coccidiose. Ils ont noté une diminution de 1’activité microbienne dans 1’iléon
terminal, le caecum et le colon par les additifs alimentaires. Des observations comparables ont
été noté en utilisant des huiles essentielles et des oléorésines sur 1’activité du microbiote

intestinal des porcs et de poulets de chair (Manzanilla et coll., 2004 ; Castillo et coll., 2006).

Notre laboratoire a réalis€ et publi¢ plusieurs travaux montrant 1’efficacité
antimicrobienne de certaines HE et de leurs composés majoritaires (Rhayour et coll., 2003 ;
Chami et coll., 2005 ; Bennis et coll., 2004).
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Conclusion

Conclusion

= La composition NP1600 permet de réduire les oocystes excrétés quel que soit le
traitement. Elle peut donc étre utile pour le traitement préventif en tant qu’additif
alimentaire, ou bien dans 1’eau de boisson pour le traitement curatif. Cette
composition permet aussi d’assurer une meilleure intégrité intestinale et une meilleure
conversion de I’aliment comme le confirment les tests bactériologiques.

= La composition utilisée est capable de réduire considérablement les oocystes
pathogénes d’Eimeria de grande taille chez la dinde (E. adenoeides, E.gallopavonis).

= Enfin, cette composition pourrait remplacer les anticoccidiens utilisés dans 1’aliment,
ainsi que d’autres produits qui laissent, dans la chair et les abats des dindons, des

résidus chimiques trés néfastes pour la santé humaine.
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Conclusion générale et perspectives

Conclusion générale et perspectives
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Conclusion générale

Conclusion Générale

Face aux exigences des consommateurs a I'égard des additifs alimentaires, de la
sécurité alimentaire, du bien-étre de I’animal et de la qualité de 1'environnement, 1'aviculture
se diversifie. Ainsi plusieurs pays (USA, Europe) ont supprimé les anticoccidiens de
I'alimentation des volailles. Les produits naturels représentent une alternative idéale a
I’utilisation de médicaments anticoccidiens pour le contrdle de la coccidiose.

Dans la premiére partic de ce travail, I’activité oocysticide in vitro de cinqg HE de
familles chimiques différentes et de deux composés majoritaires ont été testes sur les oocystes
d’Eimeria sp, en utilisant une méthode standardisée dans notre laboratoire. Les résultats
obtenus ont montré que les HE du thym, de I’origan et le composé majoritaire thymol ont une

activité oocysticide treés importante.

Les tests in vivo ont été réalisés par le produit NP1600 mis au point sur la base des
résultats obtenus dans la premiére partie. Ces tests in vivo montrent une réduction importante

des oocystes dans les feces fraiches des dindons infectés expérimentalement.
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Perspectives

Perspectives
Il serait intéressant de tester les HE et leurs composés majoritaires pour:
= Désinfecter les locaux d’élevage ainsi que tout le matériel utilisé, sans toxicité pour le
personnel qui effectue la désinfection, méme en présence des animaux ;
= Traiter les autres maladies parasitaires qui touchent principalement la dinde comme
I’histomonose ;
= Traiter la coccidiose chez d’autres animaux comme les bovins et les ovins ;
= Traiter les maladies bactériennes aviaires tel que la colibacillose, la salmonellose et la
mycoplasmose, puisque les résultats obtenus in vivo ont montré un effet antibactérien

important de la composition utilisée sur la flore intestinale.
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Annexes

Annexes

Annexe 1 : Aliment de finition 1 dinde type chair

Composition:

Protéines brutes......ccccoveeeeeeeeeeeceeevennnne..... . 18%

MELNIONINE.......covieiiiiee e 0,35%
Meéthionine + cystine..............covvienann.n. 0,69%
LySINe. . ettt 1%
1T0 0 [0 3 TR 0,16%
ChIOre. ... 0,14%
CalCiUM...ciiiie e 0,97%
PhOSPNOTE. ... 0,5%

Vitamines aux 100 Kqg

Vitaming A....ooovveeieeeeeeceece e 8000 U.I/Kg
Vitaming Da..cooveveeeeeeeeeeeeeeee e 1200 U.I/Kg
Vitamine E.....coooovviveiieee 15 mg/Kg

Annexe 2: Plate Count Agar (PCA)

Composition en grammes par litre d'eau distillée :

Tryptone ....o.oovniiiiiiii i 5,09
Extrait autolytique de levure ....................... 2,50
Glucose ...cvviiiii 1,0g
AQar aar ... 12,0g (Biokar)

pH du milieu prét a I'emploi a 25°C : 7,0 £ 0,2.
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