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Résumé

Dans le cadre de la valorisation des plantes médicinales de la flore algérienne, une étude est
menée sur une espece endémique, Fumaria capreolata, une plante riche en alcaloides
isoquinoléiques et trés utilisée en médecine traditionnelle.

Le but de cette étude est d'évaluer 1’activité anticoccidienne des alcaloides totaux extraits a
partir de Fumaria capreolata afin de limiter 1’utilisation des produits chimiques et par
conséquence preserver la santé publique.

L'étude expérimentale est faite en trois parties : la premiere permet I’extraction des alcaloides
totaux de Fumaria capreolata (AFC), la deuxiéme concerne I’isolement des oocystes
d’Eimeria a partir de sept poulets de chair et leurs fientes, en suivant le protocole de Remmal
et al. (2011), et la troisiéme est 1’étude de 1’activité anticoccidienne des AFC, en utilisant
deux techniques : I’absorbance a 273 nm et le dénombrement des oocystes.

Les résultats obtenus révelent que 1’extrait d’AFC réduit considérablement le nombre des
oocystes in vitro, allant de 7,68 x 10° & 4,89 x 10° oocystes/ml aprés 24 heures d’incubation,
en utilisant 1’extrait le plus dilué, 5,375 mg/ml, suffisant pour induire un effet coccidiocide.
La concentration létale DL50 de I’extrait de Fumaria capreolata est de 21,5 mg/ml avec
lequel le nombre des oocystes est réduit de moitié (50%).

Les résultats indiquent également que 1’effet des AFC est directement proportionnel au temps
et a ’augmentation de la concentration d’extrait.

Cette etude révele que les alcaloides de Fumaria Capreolata ont une activité anticoccidienne
in vitro intéressante.

Mots-clés : Fumaria capreolata, poulet de chair, activité anticoccidienne, in vitro, alcaloides
totaux.

Abstract

As part of the enhancement of the medicinal plants of the Algerian flora, a study is being
conducted on an endemic species, Fumaria capreolata, a plant rich in isoquinoleic alkaloids
and widely used in traditional medicine.

The aim of this study is to evaluate the anticoccidial activity of the total alkaloids extracted
from Fumaria capreolata in order to reduce the use of chemicals and consequently preserve
public health.

The experimental study is made in three parts: the first one allows the extraction of total
alkaloids from Fumaria capreolata (AFC), the second one concerns the isolation of Eimeria
oocysts from seven broilers and their droppings, following the protocol of Remmal et al.
(2011), and the third one is the study of the anticoccidial activity of AFCs, using two
techniques: absorbance at 273 nm and oocyst count.

The results obtained show that AFC extract significantly reduces the number of oocysts in
vitro, ranging from 7.68 x 10° to 4.89 x 10° oocysts/ml after 24 hours of incubation, using the
most diluted extract, 5.375 mg/ml, sufficient to induce a coccidiocidal effect.

The LD50 lethal concentration of Fumaria capreolata extract is 21.5 mg/ml with which the
number of oocysts is halved (50%).

The results also indicate that the effect of AFCs is directly proportional to time and to the
increase in extract concentration.

This study reveals that the alkaloids of Fumaria Capreolata have an interesting in vitro
anticoccidial activity.

Keywords: Fumaria capreolata, broiler, anticoccidial activity, in vitro, total alkaloids.
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Introduction

L'Algérie est classée troisieme pays arabe producteur de viandes blanches ; ce dernier est un
produit de bonne qualité car il est riche en protéines et pauvre en graisses (Djauini, 2006).

En revanche, les pathologies aviaires causent des pertes économiques importantes dans les
élevages avicoles (Villate, 1992) ; parmi celles-ci, la coccidiose est la maladie parasitaire la
plus fréquente en aviculture ; elle est causeée par le développement de coccidies dans l'intestin
des oiseaux. Cela provoque des dommages économiques directs suite a la mortalité, la baisse de
croissance et une mauvaise conversion alimentaire.

De nos jours, les anticoccidiens restent encore le principal moyen de lutte contre cette
pathologie parasitaire (Sanders, 2005), mais 1’apparition de souches résistantes rendent
inefficaces la plupart des substances disponibles. L’homme cherche toujours d'autres méthodes
de lutte contre ces affections (Naciri, 2003). La phytothérapie, en particulier, parmi les
nouvelles stratégies, et ’utilisation des extraits de plantes et d’huiles essentielles, est proposée
dans plusieurs travaux (Nweze et Obiwulu, 2009).

Le traitement par les plantes est reconnu pour sa facilité d’utilisation et son efficacité, et a
tendance de plus en plus & se développer pour rechercher des molécules actives d’origine
naturelle a causes des effets indésirables des produits chimiques classiques. Parmi les plantes
utilisées dans la médecine traditionnelle, le genre Fumaria est connu pour ses multiples
activités biologiques : anti-inflammatoire, antimicrobienne, diurétique...

Pour cette raison, le présent travail consiste a évaluer in vitro I’effet des molécules bioactives
d’extraits alcaloidiques de plantes de Fumaria capreolata sur les oocystes d’Eimeria chez le
poulet de chair.

Ce travail comporte des études bibliographiques sur la coccidiose aviaire et également 1’espéce
Fumaria capreolata suivi d’une étude expérimentale commence par 1’extraction des alcaloides a
partir d’une poudre végétale déja préparée, 1I’exécution de la méthode de flottaison dans le but de
détecter les oocystes d’Eimeria et identifier I’espéce en cause afin de préparer une suspension
parasitaire et il se termine par 1’étude de ’activité anticoccidienne en basant sur le

dénombrement des oocyste d’une par et I’absorbance au spectrophotometre d’autre part.


about:blank
about:blank

Partie
Bibliographique




Chapitre | : Coccidiose aviaire

I.1. Définition
La coccidiose est considérée comme une maladie fréquente et importante des volailles. Cette
maladie est causée par la présence et la multiplication de diverses coccidies du genre Eimeria,
dont on dénombre plusieurs especes, dans les cellules épithéliales de D’intestin. Elle se
manifeste par une entérite, parfois hémorragique, d’évolution aigué et mortelle, ou par une
forme subclinique (Lancaster, 1983).
L’impact négatif de la coccidiose est palpable, tels que la mauvaise conversion alimentaire, le
retard de croissance, des frais supplémentaires en médicaments et la détérioration de la qualité
des carcasses (Pierre, 2001).
Elle se traduit également par un taux de mortalité et de morbidité pouvant atteindre 80 a 100%
de I’effectif (Buldgen et al., 1996).

1.2. Taxonomie
Selon Bussiéras et Chermette (1992), les parasites agents de coccidioses du poulet

appartiennent au genre Eimeria et sont classés comme suit (tableau 1) :

Tableau 1 : Taxonomie du genre Eimeria (Bussiéras et Chermette, 1992)

Reégne Animal
Sous- Apicomplexa
embranchement

Classe Sporozoasidae
Sous-classe Coccidiosina
Ordre Eucoccidiorida
Sous-ordre Eimeriorina
Famille Eimeriidae
Genre Eimeria

E. tenella ; E. necatrix ; E. maxima ; E.
Espéces brunetti ;
E. acervulina ; E. praecox ; E. mitis

1.3. Détermination du parasite
Les coccidies sont des protozoaires intracellulaires obligatoires (Fritzsche et Gerriet, 1965). Elles

se distinguent par la taille de leur oocyste, la localisation intestinale de leur développement et la
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forme de résistance et de dissémination du parasite dans le milieu extérieur. D’autres paramétres,
comme la durée de sporulation et la forme des oocystes (ovoide, ellipsoide, subsphérique ou
circulaire), peuvent aider a la détermination des espéces de coccidies (Fortineau et Troncy,
1985).

1.4. Cycle évolutif
Les coccidies ont un cycle de développement biphasique (figure 1), avec une phase extérieure a
I’héte (phase de résistance et de dissémination), et une phase intérieure a 1’hote (phase de

multiplication et de reproduction) (Crevieu et Naciri, 2001).
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Figure 1 : Cycle évolutif d’Eimeria spp (Jean et al., 2011)

1.4.1. Phase exogene
1.4.1.1.  Sporulation
Les oocystes éliminés dans les fientes des sujets infectés peuvent rester dans les litieres pendant
tres longtemps. Grace a des conditions propices de température (15 a 30°C) et d’hygrométrie, les
oocystes vont sporuler dans les 48 heures, c’est-a-dire se transformer en structures contenant 4
sporocystes, chacun contenant 2 sporozoites. A ce stade, les oocystes sporulés sont préts a

infecter un nouvel hote apres ingestion (Brugére-Picoux et al., 2015).

1.4.1.2.  Conditions de la sporulation
La sporulation des oocystes dépend principalement de quatre facteurs de base :
- La température optimale pour la sporulation de la plus grande majorité des especes de coccidies
est comprise entre 20 et 25°C. La sporulation dure alors 2 a 3 jours sous réserve d’une humidité

et oxygénation suffisantes (Yvoré, 1992).



- L'humidité relative minimale est de 30% et optimale a 80% ; dans les élevages intensifs de
volailles, c’est a proximité des points d’abreuvement mal établis et laissant s’écouler de I’eau
que la contamination est maximale ; en milieu sec, les oocystes n’évoluent pas et succombent
rapidement (Bussiéras et Chermette, 1992 ; Euzéby, 1987).

- Oxygénation : la respiration est tres active pendant la sporogonie et la consommation
d’oxygene est tres élevée. En effet, la sporogonie ne peut pas s’accomplir dans des conditions
d’anaérobiose, ce qui explique qu’elle ne se réalise pas dans le tube digestif (Bussiéras et
Chermette, 1992).

- Espece coccidienne : la variation du temps de sporulation peut étre considérée comme un des
critéres d’identification des différentes espeéces (Chartier et Paraud, 2012). Plus la taille de

I’0ocyste augmente et plus la durée de sporulation est importante (Euzéby, 1987).

1.4.2.  Phase endogéene
1.4.2.1. Excystation
La forme sporulée subit le processus d’excystation, puis libération et pénétration des sporozoites
dans les cellules épithéliales intestinales. La paroi des oocystes est rompue par 1’activité de
broyage dans le gésier pour libérer deux sporozoites de chaque sporocyste, sous I’action

combinée des enzymes pancréatiques et des sels biliaires (Price et Barta, 2010).

1.4.2.2. Mérogonie (schizogonie)

Les sporozoites sont libérés dans la lumiére intestinale, puis ils pénétrent dans les entérocytes de
I’épithélium de surface et passent dans les lymphocytes intra-epithéliaux contigus qui sont
mobiles, traversent la membrane basale et migrent dans la lamina propria vers les cryptes
glandulaires de la muqueuse ou les sporozoites s’arrondissent dans des vacuoles et donnent des
trophozoites (Brugére-Picoux et al., 2015).

Ensuite, le schizozoite se divise selon un processus de divisions asexuées multiples, encore
appelées mérogonies (ou schizogonies) et chaque schizonte libérera, apres rupture cellulaire,
plusieurs milliers de mérozoites (Brugére-Picoux et al., 2015).

La plupart des mérozoites vont a leur tour envahir les cellules épithéliales voisines pour répéter
ce processus de multiplication. Selon les espéces d Eimeria, Ce processus sera répéeté entre 2 et 4

fois par invasion de nouvelles cellules épithéliales (Brugére-Picoux et al., 2015).

1.4.2.3. Gamogonie
Aprés la derniére mérogonie, les mérozoites envahissent les cellules hotes et se transforment en

gamétocytes, males ou femelles. Les gamétocytes males se multiplient par un processus de
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division multiple asexuée et ces microgamétes sont libérés dans la lumiére intestinale. A
I’inverse, le gamétocyte femelle effectue sa maturation sans division cellulaire, en formant le

macrogamete dans la cellule hote (Brugére-Picoux et al., 2015).

1.5. Epidémiologie
Selon Yvoré et al (1982), la contamination par les coccidies est un phénomeéne presque
inévitable en élevage. L’unique source de parasites dans un élevage est représentée par les
animaux infectés rejetant les oocystes dans leurs feces. Contaminés par les oocystes rejetés, la
litiere, I’aliment et 1’eau deviennent également des sources de contamination.
En ¢élevage traditionnel, I’infestation n’est souvent pas sévere compte tenu de son aspect extensif
(Yvoré, 1992), sauf lorsqu’il y a un effet cumulatif dans le temps chez les sujets agés.
Toute la volaille est réceptive aux coccidies mais il existe une différence fondamentale dans la
sensibilité qui est variable en fonction de :

% La souche de volaille et I’age des sujets.

% L’état général : les sujets atteints de la maladie de Gumboro font une maladie plus grave.

% L’espéce de coccidie : Eimeria tenella provoque une maladie plus séveére.

% Le degré d’infestation.
Les oocystes de coccidies sont trés résistants, notamment apres sporulation, d’ou la pérennité de
I’infection (Matsui et al., 1989).
Dans le milieu humide, les oocystes conservent leur longévité pendant plusieurs mois a des
températures comprises entre 5 et 25°C. En milieu sec, leur survie est beaucoup plus faible: ils
ne résistent pas plus de 3 & 4 jours. La chaleur tue les oocystes en 30 minutes & 60 C et en
quelque secondes a 80°C (Lister et Knott, 2000). Dans 1’eau, les oocystes sont toujours infectants

apreés 14 mois (E. necatrix), voire deux ans (E. tenella) (Bussiéras et Chermette, 1992).

1.6. Pouvoir pathogéne
Les coccidies ont un impact treés varié sur I’organisme de 1’animal, en provoquant plusieurs
traumatismes, parmi lesquels la destruction des cellules épithéliales qui se fait par rupture de la
membrane cellulaire, libérant des mérozoites, et une action toxique locale responsable d’une
nécrose aggravant les hémorragies (Freeman, 1970). En revanche, I’infection induit des
perturbations nutritionnelles, une inhibition, par un phénoméne toxique, de I’amylase et de la
lactase, ainsi qu’une atrophie des villosités, qui résulte en une diminution de la digestion, de

I’absorption des nutriments et des pigments caroténoides (Adams et al., 1996).



1.7. Symptémes

La coccidiose s’accompagne de symptomes non spécifiques, comme la prostration et la frilosité.
Les animaux se blottissent les uns contre les autres, adoptent une position en boule, les yeux mi-
clos ou fermés, les plumes sales, ébouriffées et les ailes pendantes. Cet état s’accompagne d’une
perte d’appétit et de poids, et de diarrhée.

La coccidiose caecale est responsable de diarrhée sanguinolente et d’une mortalité élevée, alors
que la coccidiose intestinale se traduit par une fonction digestive altérée ; 1’absorption des
nutriments est alors modifiée, la synthése protéique est diminuée (impact sur la ponte) et la
production globale est mauvaise.

En effet, une fuite de nutriments et de minéraux est a ’origine d’une baisse de la protidémie, de
la lipidémie et de la teneur en pigments caroténoides sériques responsables de la coloration de la

carcasse (Hamon, 2002).

1.8. Lésions
On observe a I’autopsie des lésions macroscopiques qui varient en fonction des especes de
coccidies; la figure 2 montre la localisation de chaque espece et le tableau 2 illustre leurs lésions

macroscopiques.

Tableau 2 : Lésions dues aux différentes especes de coccidies (Fortineau et Troncy, 1985)

Espéces Localisations des Lésions macroscopiques et nature du contenu
lésions intestinal

Eimeria Caecas Lésions blanchatres et hémorragiques

tenella Epaississement de la paroi intestinale

Eimeria Intestin gréle (gamétogonie | Paroi épaissie avec taches blanchétres et pétéchies.

necatrix dans le caecum) Exsudat hémorragique

Eimeria 2eme moitié de I’intestin | Pétéchies et Iésions nécrotiques

brunetti gréle, caecum-rectum Entérites catarrhales plus ou moins hémorragique

Eimeria Partie moyenne de I’intestin | Paroi épaissie avec des taches hémorragique.

maxima gréle Exsudat rosé

Eimeria 1% tiers de I’intestin gréle | Pétéchie, paroi épaissie. Annelure blanchatres pouvant
acervulina fusionner lors d’infection massive. Exsudat mucoide

Eimeria 1% tiers de Iintestin gréle | Pas de Iésion macroscopique

praecox Exsudat mucoide




Figure 2 : Localisation lésionnelle des espéces de coccidies chez le poulet
(www.merckvetmanual.com)
(A) E. acervulina; (B) E. brunetti ; (C) E. maxima ; (D) E. tenella ; (E) E. mitis ; (F) E. necatrix

» Les lésions microscopiques se traduisent par une nécrose épithéliale et une atrophie des
villosités intestinales. Ces lésions sont dues aux schizontes pour E. tenella et E. necatrix ou
aux gamontes pour les autres especes.

Dans la forme nécrotique et hémorragique, on note une destruction complete de 1’épithélium

et des villosités, associée a des hémorragies (Maissai, 2015).

1.9. Diagnostic
Le site du parasitisme varie du duodénum au caecum et le degré de pathogeénicité varie de légére
a sévere selon les espéces de parasites (Price et Barta, 2010).
Le diagnostic de la coccidiose est réalisé par I'examen clinique des volailles pour les cas
individuels, et I'examen parasitologique microscopique post mortem sur des matiéres fécales et
des raclures intestinales pour détecter les oocystes ou d'autres formes intermédiaires (schizontes,

gamétocystes...) (Adewole, 2012).

1.10. Moyens de lutte
1.10.1. Traitement
Le traitement est basé sur ’utilisation d’une gamme variée d’anticoccidiens. Les sulfamides sont
encore les plus utilisés, soit seuls, soit associés a d’autres médicaments tels que I’amprolium et
les pyrimidines (Saville, 1999). Ils sont utilisés, de préférence, dans 1’eau mais ils peuvent aussi

étre ajoutés dans I’aliment.



Le traitement doit étre mis en ceuvre dés les premiers cas confirmés de coccidiose clinique et dés
que les indices lésionnels le rendront nécessaire. Ces médicaments doivent étre administrés de
préférence dans I’eau car la soif est mieux conservée que I’appétit dans le cas d'infections a E.

necatrix, E. maxima, et E. brunetti (Aitfela, 2012).

1.10.2. Prophylaxie
On distingue la prophylaxie sanitaire et la prophylaxie médicale :
1.10.2.1. Prophylaxie sanitaire

La prévention de la coccidiose aviaire est basée sur la biosécurité des élevages, le respect de la
densité, la bonne ventilation, la litiere seche et une température correcte (Taylor et al., 2007) :

< Isolation : garder les oiseaux dans un environnement confingé, séparés par age, des
humains et contréle du trafic a ’intérieur et entre les fermes.

% Hygiene : nettoyer et désinfecter I'équipement et les batiments entre les lots, hygiéne des
travailleurs et visiteurs entrant et sortant de la ferme (Peek et al., 2011).

« Favoriser un systeme de ventilation naturel car les coccidies sont 2 fois plus présentes
lors de ventilation mécanique.

< Favoriser un plancher et des murs faciles a nettoyer.

< Faire un contréle adéquat des autres maladies.

< Controler la température du batiment (Akcay et al., 2011).
Enfin, il faut faire un suivi sanitaire des oiseaux car les coccidies sont des parasites opportunistes
qui profitent de I’affaiblissement de 1’hote. Ces derniers doivent étre nourris avec une

alimentation de bonne qualité et riche en vitamines A et D pour accroitre leur résistance.

1.10.2.2. Prophylaxie medicale

1.10.2.2.1. Chimio-prévention
Actuellement, la chimio-prophylaxie et la chimiothérapie sont largement utilisées pour lutter

contre la maladie, mais l'utilisation prolongée de ces médicaments conduit inévitablement a
I'apparition de souches d'Eimeria résistantes aux médicaments (Tierney et al., 2004 ; Jeurissen et
al., 1996).
Le traitement en groupe (tout I’effectif) est réalis¢ par 2 méthodes :

v Soit par des traitements anticoccidiens périodiques toutes les 3 semaines ;

v Soit par la supplémentassions permanente de coccidiostatiques (additifs alimentaires)

dans 1’aliment.



1.10.2.2.2. Vaccination
Il est indispensable de conserver le maximum d'efficacité des produits anticoccidiens actuels

(Hachimi et al., 2008), mais 1’apparition de résistances a stimulé la recherche d'autres méthodes
alternatives préventives comme la vaccination (Naciri et Brossier, 2009). Les vaccins sont
composés de souches sélectionnées de chacune des espéces pathogenes de coccidies qui affectent
la volaille. Ces souches présentent un développement rapide in vivo, avec un minimum de
dommages a l'intestin, mais stimulent une immunité efficace (Taylor et al., 2007).

Il existe différents types de vaccins :

v Vaccins inactivés injectables : Vaccination des géniteurs. Un transfert des anticorps
maternels a la descendance

v Vaccins vivants virulents : Contre les coccidioses du poulet et du dindon. Il est moins
utilisé sur terrain car 1’utilisation de souches virulentes peut induire des coccidioses (Marien et
de Guessem, 2007).

v Vaccins vivants atténués : Il s’agit de vaccins tels que Paracox®-8, Paracox®-5 et
Livacox®. Le Paracox®-8 (8 souches d’Eimeria) cible les volailles a vie longue (reproducteurs,
poules pondeuses), tandis que le Paracox®-5, plus récemment mis sur le marché, est réservé au
poulet de chair (Naciri, 2001).



Chapitre Il : Etude ethno-pharmacologique de Fumaria capreolata

11.1. Généralités sur les plantes médicinales

Depuis I’antiquité, tous les peuples sur tous les continents ont la vieille tradition d’utiliser des
plantes pour se soigner. Malgré les efforts des chimistes pour la synthese de nouvelles
molécules, plus de 25% des médicaments prescrits dans les pays développés dérivent
directement ou indirectement des plantes (Leclercq, 2002).

Les plantes médicinales regroupent I'ensemble des plantes dont un ou plusieurs de leurs organes
sont utilisés pour leurs vertus thérapeutiques (Sanago, 2006).

L’expression "drogue végétale", ou plus couramment "drogue", désigne une matiere premiére

naturelle servant a la fabrication de médicaments (Ali Shtayeh et al., 2008).

1.L1.1. Fumariacées
La famille des Fumariacées (figure 3) est une famille de plantes dicotylédones qui comprend 450
especes reparties en une quinzaine de genres (Suau et al., 2002 a). Les Fumariacées sont des
especes d’herbe annuelle qui sont largement distribués dans la région méditerranéenne, elles sont
tres riche en alcaloides isoquinoliéques (Suau et al., 2005), de golt amer a 1’état frais, salé a
1’état sec (Jauzein, 1995).
La fumeterre vient du mot latin Fumus, qui signifie "fumée de terre" et serait due au fait que le

jus de la plante fait pleurer les yeux comme la fumée (Debelmas et al., 1978).

=

Fumaria bastardii ~ Fumaria densiflora Fumaria parviflora Fumaria vaillantii

Figure 3 : Quelques espéces appartenant a la famille des Fumariacées (Janzein, 1995)
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I11.2. Fumaria capreolata
11.2.1. Définition et description botanique de Fumaria capreolata

Fumaria capreolata est connue sous le nom de "fumeterre blanche™ ou "fumeterre grimpante”,
en anglais "fumittery” ou “earthsmoke", et en kabyle "zalamit"” (Orhana et al., 2012) par
référence a la pointe des allumettes ou Tijujar yesghi ou tiquiquech yesghi (plume d’oiseau), et
en arabe "Chick el Kanoun" ou "Lewliya".

Elle est caractérisée par une tige couchée, grimpante ou dressée, simple ou rameuse, dont la
hauteur peut atteindre 30 a 80 cm. Ses feuilles sont pennatiséquées, s'accrochant souvent par les
pédicelles des lobes (figure 4 A). Ses fleurs, blanches ou jaunatres, sont pourpre noir a
I'extrémité, éperonnées et longues de 9 a 15 mm ; elles forment des grappes laches de 5 a 20
fleurs ; les sépales sont longs de 4 a 6 mm (figure 4 B). Les fruits de la plante sont
subsphériques, non apiculés, lisses, d’un diamétre de 2 a 2,5 mm ; les pédicelles sont fructiféeres
recourbées (figure 4 C) (Benoit, 2013).

A B C
Figure 4 : Photographies de Fumaria capreolata prises a Ain Benian (photos personnelles)
A : Feuilles ; B : Fleurs ; C : Fruit

11.2.2. Taxonomie de Fumaria capreolata
Fumaria capreolata appartient a la classe des Magnoliopsida (dicotylédones), a la famille des
Fumariaceae et au genre Fumaria.

La classification botanique de la plante est présentée dans le tableau 3.
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Tableau 3 : Classification taxonomique de Fumaria capreolata (Goetz et al., 2009)

Régne Plantae (plante)
Sous-régne Tracheobionta (plante vasculaire)
gﬁfi):izn Spermatophyta (plante a gaines)
Division Magnoliophyta (plante a fleurs)
Sous- Angiosperme
division
Classe Magnoliopsida (dicotylédone)
Sous-classe Magnoliidae
Ordre Papavérale
Famille Fumariaceae
Genre Fumaria
Espéce Fumaria capreolata

11.2.3.  Ecologie

La fumeterre est une plante herbacée annuelle, avec floraison durant le printemps ; de mars a
juin, son habitat est essentiellement les murs, haies et terrains rocailleux et cultivés (Tela
Botanica, 2011).

11.2.4. Origine et répartition géographique de Fumaria capreolata
Fumaria capreolata est originaire de 1’Europe du Sud. Elle pousse sur les terres cultivées ou
rudérales dans toute la région méditerranéenne et dans les zones tempérées de 1’Asie. Elle
préfere les sols riches en azote (Tela Botanica, 2011). En Algérie, elle est commune dans tout le
pays ; elle pousse surtout dans les foréts et les broussailles (Suau et al., 2002 a ; Ait Yousef,
2006).

11.2.5. Composition chimique de Fumaria capreolata
Fumaria capreolata contient plusieurs types de composés chimiques (tableau 4) : des acides
organiques tels que ’acide caféique, l'acide citrique, ’acide coumarique, 1’acide fumarique et
I’acide malique. (Sousek et al., 1999). Elle contient aussi des alcaloides, essentiellement
isoquinoléiques, comme la protopine. (Suau et al., 2002 b).
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Tableau 4 : Composition chimique de Fumaria capreolata (Forgaces et al., 2000)

Acides organiques Acide caféique

Acide citrique

Acide coumarique
Acide ferulique

Acide malique

Acide 3-hydrobenzoique
Composés phénoliques Flavonoides et Tanins

Polysaccharides hétérogéenes
Acides aminés
Alcaloides isoquinoléiques Protoberberine, Protopine,
Spirobenzyl-isoquinoline et
Indenobetazepine

» Alcaloides
Les alcaloides figurent parmi les principes actifs les plus importants en pharmacologie et en
médecine (Guignard, 1994).1ls sont utilisés comme anti cancer, sédatifs et aussi pour leur effet
sur les troubles nerveux. (Iserin et al., 2007).0n les retrouve dans toutes les plantes vasculaires,
dans divers organes : racine, tiges, feuilles et fruits (Bruneton, 1999).
Leur solubilité dans les solvants varie en fonction du pH ; les alcaloides sous forme de base sont
solubles dans les solvants apolaires tels que le chloroforme et dans les solvants polaires tel que
les alcools et insoluble dans 1’eau, alors que les alcaloides sous forme de sel sont solubles dans

I’eau et les solvants polaires et insoluble dans les solvants apolaires (Komaszewska et al., 2007).

11.2.6.  Utilisation médicinale de Fumaria capreolata
Fumaria capreolata est reconnue pour "faire vivre 100 ans", et présente des propriétés toniques
et dépuratives. Elle est utilisée comme hépato-protecteur (Suau et al., 2002b), anti-hypertensif
(Goetz et al., 2008) et anti-dermatite (psoriasis), et bien d'autres. Enfin, la protopine a des
propriétés bactéricides et antihistaminiques (remede de 1’asthme), et les extraits totaux sont anti-

arythmiques (Souseck et al., 1999 ; Wichtlet et Anton, 2003).
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Experimentale




Partie expérimentale

1. Objectifs
L’objectif de cette étude est de tester ’effet in vitro de ’extrait de Fumaria capreolata sur les
oocystes d’Eimeria. L’expérimentation est réalisée au sein de 1’Ecole Nationale Supérieure

Vétérinaire, dans le laboratoire de chimie, parasitologie et biochimie.

2. Matériel et methode
2.1. Matériel végétal
Le présent travail porte sur une espéce de fumeterres, Fumaria capreolata. La partie utilisée est
la partie aérienne (fleurs, feuilles, fruits et tiges) de la plante saine (exempte de toute attaque

fongique ou d’insectes) (figure 5).

Fleurs

Tige

Feuilles

Fruit

Figure 5 : Différentes parties aériennes de Fumaria capreolata (photo personnelle)
2.2. Matériels de laboratoire

Divers matériels de laboratoire, présentés dans la figure 6, sont utilisés durant la réalisation de

I'expeérience :
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Microscope optique  Centrifugeuse pH-meétre  Agitateur magnétique Spectrophotometre

Etuve Micropipette

Tubes coniques Tube & essai Cellule Mc Master Boite de Pétri Becher

Figure 6 : Matériel utilisé (photos personnelles)

2.3. Produits chimiques
Plusieurs ingrédients chimiques sont utilisés dans cette étude, tels que Na,HPO, (H,0)?,
KH,PO,4, KCI, NaCl et I’eau distillée pour la préparation du milieu PBS.
De méme que le méthanol, I’éther diéthylique, I’acide acétique, I’ammoniaque et le
dichlorométhane pour la préparation de 1’extrait des alcaloides de Fumaria capreolata (AFC).
La pénicilline (antibiotique), le fluconazole (antifongique) et K,Cr,0O; sont également utilisés.

2.4. Méthode

2.4.1. Préparation de la matiére végétale
e Récolte

Les échantillons de Fumaria capreolata sont récoltés dans la commune d’Ain Benian, wilaya
d’Alger durant le mois d’avril 2019 (figure 7).
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Figure 7 : Carte géographique de la région de récolte de Fumaria capreolata

(www.googlemaps.com)

e I|dentification de la plante
L’identification de la plante est effectuée a I’Ecole Nationale Supérieure d’Agronomie.

e Lavage
Apres identification de Fumaria capreolata, la plante est nettoyée, lavée avec de 1’eau afin de la
débarrasser de toute poussiére et autres contaminants, puis découpée en petits morceaux.

e Séchage
L’échantillon est séché a I’étuve a une température de 40°C pendant une période de dix jours,
pour permettre un bon broyage et une meilleure extraction.

e Broyage
Le produit obtenu par séchage est réduit en poudre de couleur verte, a I’aide d’un broyeur
électrique.

e Tamisage
Les particules ainsi obtenues apres broyage sont tamisées pour avoir une poudre homogene. La

poudre obtenue est conservée a 1’abri de la lumiére et de I’humidité jusqu’a extraction (figure 8).

AAAEEY : 31 Y
dand L e S :
Figure 8 : Préparation de la matiére végétale (photos personnelles)
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2.4.2. Extraction des alcaloides

L’extrait végeétal est réalisé selon le protocole de (Suau et al 2002 a), dans le laboratoire de
chimie de 'ENSV. Il est obtenu avec 30 g de poudre végétale et de solvant (méthanol ou éthanol)
dans un extracteur de Soxhlet (Annexe 1). Ensuite, cet extrait est évaporé dans une étuve a 40°C
pendant 48 heures. L’extrait sec est dilapidé avec de I’éther diéthylique (150 ml), ensuite
solubilisé dans de I’eau distillée (150 ml) et acidifié avec de ’acide acétique jusqu’a obtenir un
pH de 2,5.

Aprés décantation pendant 48 heures, la phase aqueuse est récupérée pour lui ajouter de
I’ammoniac jusqu’a pH 8 et du Dichlorométhane (150 ml). Le mélange est ensuite décanté de
nouveau pendant 48 heures.

La phase Dichlorométhane est récupérée dans une boite de Pétri, puis séchée dans 1’étuve a 40°C

pendant 48 heures pour obtenir des extraits d’alcaloides totaux (figure 9).

Figure 9 : Protocole d’extraction des alcaloides de Fumaria capreolata (photos personnelles)

17



2.4.2.1.  Détermination de la concentration des alcaloides totaux
Un dosage acido-basique est realisé afin de déterminer la concentration des alcaloides (figure
10). L'extrait est & pH basique, donc la solution d’HCI est choisie pour ce dosage et le rouge de
méthylene comme indicateur de pH.
La solution d’HCI est a une concentration connue, 3,646 mg/ml, et elle est ajoutée goutte a

goutte jusqu'a apparition du point d’équivalence (changement de couleur). Par la suite, la

concentration est calculée selon la formule suivante :
C1V1 =CV, — C1 =43 mg/ml.

Figure 10 : Apparition du point d’équivalence lors du dosage acido-basique (photo personnelle).

2.4.2.2.  Préparation des dilutions
Différentes dilutions sont réalisées dans le but d’avoir plusieurs concentrations (figure 11).
Les dilutions réalisées sont des dilutions & un demi, ou les concentrations obtenues sont :
e 43 mg/ml (solution mere)
e 21,5mg/ml
e 10.75 mg/ml
e 5.375 mg/ml.

Figure 11 : Réalisation des dilutions (photos personnelles)
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2.4.3. Préparation des fientes de poulet de chair
2.4.3.1. Echantillonnage
L’échantillonnage est effectué sur 7 sujets de poulets de chair et les fientes collectées dans des
¢levages de la région d’Eucalyptus (figure 12). Des autopsies sont réalisées dans un cabinet
vétérinaire sur des sujets suspectés d’étre infectés par la coccidiose. Les intestins sont ensuite

récupérés et transportés dans une glaciére au laboratoire de parasitologie de ’ENSV.

il =Wy -3 2
Lt T 57 P,
S et vile S 2” h;A
Figure 12 : Etapes de prélévement des fientes (photos personnelles)
2.4.3.2. Prélevements
Des prélevements de matieres fécales sont effectués sur les intestins préalablement examinés

macroscopiquement. Ensuite, la totalité du contenu est récupérée par méthode de raclage des

différents segments intestinaux (figure 13), et conservés a une température de 5 &4 10°C.
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Figure 13 : Prélevement des fientes par raclage (photos personnelles)

2.4.33. Evaluation des Iésions
Les lésions provoquées par la coccidie au niveau des caeca sont évaluées selon 1’échelle de
(Johnson et Reid, 1970) (tableau 5).

Tableau 5 : Score Iésionnel d’aprés 1a méthode de (Johnson et Reid, 1970)

Score Lésions
0 Absence de Iésions
‘1 Tres peu de pétéchies dispersées sur la paroi du caecum ; pas d'épaississement du
caecum ; matiéres fécales normales
P Plus de pétéchies sur la paroi des caeca ; sang visible dans la matiére fécale ; la
paroi est quelque peu épaissie ; matiéres fécales normales
+3 Grandes quantités de sang et de débris tissulaires ; paroi caecale fortement
épaissie ; peu de matiéres fécales
‘4 Beaucoup de sang, liquide ou coagulé en caillots, occupe toute la lumiére du
caecum distendu ; pas de matiéres fécales

2.4.3.4. Méthode de flottaison
La flottation (ou flottaison) est la technique d'enrichissement la plus utilisée en médecine
vétérinaire. Elle a pour objectif de concentrer les éléments parasitaires a partir d'une tres petite
quantité de déjections (Euzéby, 1987). Elle repose sur l'utilisation de solutions sursaturées de
NacCl dont la densité (densité = 1,2) est supérieure a celle de la plupart des ceufs de parasites (d =
1,1 a 1,2). Le but est de faire remonter les éléments parasitaires tout en laissant couler les débris
fécaux (Hendrix, 1998).
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Apreés introduction du contenu intestinal dans la solution sursaturée, il subit une filtration dans
une passoire a the, puis un transvasement de la suspension dans des tubes coniques de 15 ml
jusqu'a formation de ménisques sur lesquels sont déposées des lamelles.

La suspension est laissée pendant 15 min jusqu’a ce que les oocystes remontent a la surface.

Les lamelles sont déposées sur différentes lames, qui sont observées au microscope optique aux
objectifs x10 et x40 (Hendrix, 1998 ; Bowman, 1999) (figure 14).

st e 5 |

Figure 14 : Protocole suivi pour la flottaison (photos personnelles)

2.4.3.5. Préparation de la suspension parasitaire

Les différentes étapes (figure 15) du protocole (Remmal et al., 2011) sont comme suit :

v Un prélévement de 138,25 g de matiére fécale est mélangé a 200 ml d’eau du robinet et le
mélange est laissé pendant 2 jours, avec homogénéisation de temps a autre. Le mélange est
tamisé a travers une passoire a thé et une compresse non stérile afin d’éliminer les gros débris
génants. La suspension est laissée a sédimenter pendant 24 heures a I’air ambiant.

v/ On élimine 2/3 de surnageant et le reste est centrifugé a 3200 tours pendant 15 mn. Le culot
est récupéré et mélangé a 35 ml de solution de NaCl jusqu’a homogénéisation. Une deuxiéme
centrifugation est ensuite appliquée.
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v/ Aprés 2 a 3 min, le surnageant est récupéré et ajouté a une quantité d’eau distillée. Le
meélange est & nouveau centrifugé.

La suspension parasitaire est prélevée a I’aide d’une pipette Pasteur et déposée sur la lame de

McMaster. Une observation sous microscope est réalisée dans le but d’identifier et dénombrer

les oocystes.

Figure 15 : Etapes de préparation d’une suspension a partir des fientes (photos personnelles)
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2.4.3.6. Identification des especes
L’identification des espéces d’Eimeria est effectuée en se basant sur la forme des oocystes et leur

localisation dans les différents segments intestinaux (tableau 6).

Tableau 6 : Différentes especes d’Eimeria qui affectent le poulet de chair (Reid et al., 1978)

E. tenella : caeca remplis de sang. Oocystes ovoides. La sporulation dure
2a5jours. @ =1,16 um

E. necatrix : fin du duodénum jusqu’au milieu de I’iléon. Formation de
ballons. La sporulation dure 2 jours. @ = 1,19 um

E. praecox : duodénum. Cylindres de mucus. Oocystes circulaires. La
sporulation dure 2 jours. @ = 1,24um

E. acervulina : intestin gréle, surtout duodénum. Oocystes ellipsoides ou
ovoides. La sporulation dure 1 & 2 jours. @ = 1,25 pm

E. mitis : deuxiéme moitié de I’intestin gréle. Oocystes circulaires. La
sporulation dure 2 jours. @ = 1,01um

E. maxima : fin du duodénum au milieu de I’iléon. Oocystes ovoides. La
sporulation dure 2 jours. @ = 1,47um

E.brunetti : fin de D’intestin gréle et rectum. Oocystes ovoides. La
sporulation dure 1 a 2 jours. @ = 1,31 um

2.4.3.7. Dénombrement des oocystes
Le dénombrement est basé sur ’utilisation de la lame McMaster (figure 16). Cette derniere est
composée de deux compartiments contigus sépares par une cloison.
La lame McMaster est une cellule de comptage spécialisée, couramment utilisée pour la
numération des ceufs de parasites et des coccidies dans un échantillon d’excréments.
Chaqgue chambre contient un quadrillage carré, de 1 cm de coté divisé en six ou dix colonnes
selon les modeéles. Le volume emprisonné sous chaque quadrillage est de 0,15 ml.
Le comptage du nombre d’oocystes est realisé selon la méthode classique : la lame McMaster est
remplie par la suspension parasitaire et I’observation est effectuée aprés 5 minutes d’attente sous

microscope optique (x 40).
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Figure 16 : Dénombrement des oocystes sur lame McMaster (photos personnelles)

La formule pour déterminer le nombre total des coccidies (Conway et McKenzie, 2007) est la

suivante :
_ (N1+N2)x100
~ (0,15x2)

X : Nombre d’oocystes / ml de la suspension étudiée

N1+ N2 : Nombre d’oocystes dans les deux réseaux de la cellule McMaster
0,15 : Volume de chaque réseau

2 : Deux réseaux de la cellule McMaster.

2.4.3.8. Conservation des échantillons
Une fois confirmé la présence d’oocystes d’Eimeria sp par examen microscopique, une solution
de bichromate de potassium (K,Cr,0;) est ajoutée comme solution de conservation (figure 17).
Les suspensions sont ensuite homogénéisées sur agitateur magnétique et conservées a une

température de 4 & 10°C (Conway et McKenzie, 2007).

Figure 17 : Utilisation du bichromate de potassium (photos personnelles)
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2.4.4.  Préparation du milieu de culture PBS
La préparation du milieu de culture et la realisation des tests biologiques sont effectuées le méme
jour pour éviter toute contamination microbienne durant la manipulation (Remmal et al., 2011).
La solution tampon PBS est préparée (figure 18) a partir des composants indiqués dans le tableau
ci-dessous (tableau 7) et un litre d’eau distillée. Le pH a été ajusté a 7.4 et la solution a été

ensuite stérilisée en utilisant 1’autoclave pendant 20 mn a 121C°, puis 100 Ul/ml de pénicilline et
17 mg/ml de Fluconazole sont ajoutés au milieu PBS.

Tableau 7 : Composition chimique de la solution tampon PBS (Remmal et al., 2011)

Composant Concentration (g/l)
NaCl 8,0
KCI 0,2
Na;HPO, (H,0) 2 1,13
KH,PO4 0,24

Figure 18 : Préparation du milieu PBS (photos personnelles)
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2.45. KEtude de Pactivité anticoccidienne de ’extrait de Fumaria capreolata

Un spectrophotometre UV est utilisé dans le but de tester ’effet lytique des alcaloides sur les
oocystes d’Eimeria par la mesure des absorbances a 273 nm des organites cellulaires libérés par
les oocystes détruits (figure 19). Ce test est accompli en incubant pendant 24 heures a
température ambiante des tubes a essai stériles et composés de :

— 200 pl de suspension parasitaire contenant 7,68 x 10° oocystes/ml

— 1400 Wl de PBS apH 7,4

— 400 pl d’extrait de plante a concentration croissante.
Aprés incubation, les tubes sont centrifugés a 3200 tours pendant 5 mn. Le surnageant est
récupéré pour la lecture des absorbances a 273 nm au spectrophotométre a UV. La correction est
effectuée par la soustraction du blanc (PBS + extrait).
Les précipités qui resultent de la centrifugation sont utilisés pour le dénombrement des oocystes
lysés a I’aide de la cellule McMaster.
Ce test est répété deux fois pour chaque concentration et la lecture faite a des temps différents :
0,1, 2, 3, 4 et 24 heures.
Les résultats sont exprimés en variation de 1’absorbance a 273 nm et du nombre d’oocystes en

fonction de la concentration croissante d’extrait testé, et en fonction du temps.

Figure 19 : Etapes du protocole suivi pour déterminer I’effet des AFC (photos personnelles)
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3. Reésultats et discussion
3.1. Identification des oocystes d’Eimeria spp.

Le diagnostic post mortem a pour but de rechercher les Iésions causees par la coccidiose. Dans
un premier temps, 1’état des fientes collectées a partir des poulets de chair est apprécié en
fonction de la présence ou non de traces hémorragiques dans les échantillons.

Dans un deuxieme temps, I’identification est basée sur la morphologie du parasite, et leur habitat
(Reid et al., 1978).

Les résultats obtenus révélent également que I’ensemble des sujets examinés sont infectés a un

degré de +2 (Johnson et Reid, 1970) (figure 20).

.

— 4

Figure 20 : Caecum hypertrophié et intestin congestionné et infecté par la coccidiose, d’un sujet

de 32 jours (photos personnelles)

Les observations microscopiques des oocystes dans les maticres fécales ont permis d’identifier
deux espéces responsables de la coccidiose chez le poulet de chair : Eimeria tenella et Eimeria

mitis (figure 21).
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Figure 21 : Oocystes d'Eimeria (x40)
A. Oocyste non sporulé ; B. Oocyste sporulé (photos personnelles)

3.2. Dénombrement des oocystes
Un diagnostic microscopique effectué sur des raclures intestinales montre une charge parasitaire

importante (figure 22).
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Figure 22 : Oocystes d'Eimeria sp. (x10) (Photo personnelle)

Les résultats enregistrés par la technique du dénombrement a 1’aide d’une lame McMaster
montrent un nombre d’oocytes de 7,68 x10° oocystes/ml. Cette charge parasitaire indique que les
différents sujets autopsiés sont trés infestés par les coccidies. Cette pathologie parasitaire

pourrait étre expliquée par le manque d’hygiéne et la qualité médiocre de I’aliment.

3.3. Effet des AFC sur le nombre d’oocystes d’Eimeria et la libération du contenu
intracellulaire

L’effet anticoccidien des AFC est étudié par une méthode en tubes contenant le tampon PBS
(Remmal et al.,, 2011). Cette technique permet de révéler I’action lytique de différentes
concentrations croissantes des AFC (5,375 ; 10,75 ; 21,5 et 43 mg/ml) sur Eimeria, en mesurant
I’absorbance des matériaux cellulaires libérés par les oocystes éclatés ou fragmentés.

D’aprés les résultats obtenus, les extraits d’AFC provoquent une réduction du nombre
d’oocystes, ainsi qu’une libération importante de substances absorbants a longueur d’onde de

273 nm, de maniere proportionnelle aux concentrations utilisées (tableaux 8 et 9).

Tableau 8 : Effet des AFC sur le nombre d’oocystes d’Eimeria (X 10°) selon la concentration

(tableau personnel).

oncentrat® (mg/ml)
Temps (h) 5,375 10,75 21,5 43
0 7,58 6,12 3,82 3,71
1 7,41 6,01 3,55 3,45
2 6,12 5,86 3,22 3,11
3 5,76 5,24 2,85 2,77
4 5,02 4,98 2,73 2,61
24 4,89 4,50 2,52 2,33
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Tableau 9 : Effet des AFC sur la libération du contenu intracellulaire absorbant a A 273 nm

selon la concentration (tableau personnel).

oncentrat® (mg/ml)
Temps (h) 5,375 10,75 21,5 43
0 0,463 0,769 0,882 0,977
1 0,735 0,828 1,005 1,025
2 0,978 1,098 1,285 1,345
3 1,013 1,126 1,638 1,721
4 1,25 1,748 2,071 2,159
24 2,011 2,096 2,382 2,468

Les extraits d’AFC testés révelent différentes aptitudes dans leur habilité a détruire les oocystes
d’Eimeria sp. La concentration a 5,375 mg/ml de I’extrait est suffisante pour induire un effet
coccidiocide par I’éclatement de 1,92 x10° oocystes/ml & t3 & partir d’une charge parasitaire
initiale de 7,68 x10° oocyste/ml.

Une action lytique plus importante est enregistrée, avec augmentation de la libération des

matériaux cellulaires, avec des extraits d’AFC a des concentrations 21,5 et 43 mg/ml (figure 23).
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Figure 23 : Représentation graphique du nombre d’oocystes détruits et la libération de matériaux

cellulaires, a 273 nm, en fonction de la concentration des AFC (graphe personnel)
La concentration létale a 50% (CL50) de I’extrait de Fumaria capreolata est de 21,5 mg/ml. En

d’autres termes, c’est la concentration de 1’extrait dont I’effet est de réduire de moitié (50%) le

nombre initial d’oocystes, qui était de 7,68 x10° oocystes /ml.
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L’effet d’extrait d’AFC induit une efficacité positive de la concentration a 21,5 mg/ml sur
I’augmentation de 1’absorbance a 273 nm qui expliquerait I’éclatement des oocystes et la

diminution de leur nombre (figure 24).
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Figure 24 : Représentation graphique de I’effet des AFC (21,5 mg/ml) sur le nombre d’oocystes

et de la variation d’absorbance a 273 nm selon le temps (graphe personnel).
Les résultats démontrent 1’activité anticoccidienne des molécules actives de la plante

expérimentée, Fumaria capreolata, riche en alcaloides, acides organiques, COmposés

phénoliques et alcaloides isoquinoléiques (Forgaces et al., 2000).
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Conclusion

La coccidiose représente le premier fléau parasitaire de 1’aviculture. C’est un probléme
important a la production des animaux en générale et des volailles en particulier. C’est une
pathologie digestive difficile a gérer par les éleveurs et entraine des pertes économiques tres
élevées.

La plante Fumaria capreolata a été choisie dans cette étude sur la base de son utilisation en
médecine traditionnelle locale pour trouver un moyen de lutte biologique contre la coccidiose
pour remplacer les molécules anticoccidiennes synthétiques, utilisé sans contrdle et qui gardent
des résidus chimiques dans la chair des poulets, trés néfaste sur la santé publique par des

molécules bioactives.

Le protocole expérimental a permis de mettre en évidence ’efficacité de I’extrait végétal de la
plante Fumaria capreolata au cours d’une infection parasitaire d’Eimeria sp, il s’est avéré qu’il
est doté d’une activité anticoccidienne intéressante, a travers la destruction des oocystes in vitro

qui atteint jusqu’a 69.66%.
Au terme de ce travail, et pour compléter la présente étude, il serait intéressant:

e D’approfondir les recherches sur les propriétés pharmacologiques de Fumaria
capreolata, afin d’élucider les mécanismes par lesquels agit cette plante et pour appliquer
ce traitement dans les élevages avicoles.

e De faire des tests in vivo pour évaluer d’autres propriétés antioxydantes, anti-

enzymatiques, antimicrobiennes et anti-inflammatoires.
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Annexe 1 :
Principe de I’extracteur Soxhlet :

L’extracteur Soxhlet permet le traitement de solides (matériel végeétal) en plus grande quantité
que la macération, avec des solvants en phase liquide ou partiellement vaporisés ou le principe
est basé sur le fait que le solvant est en contact permanent avec la poudre.

Le corps de I’extracteur, contient une cartouche en cellulose remplie de matériel végétal. Cette
cartouche est fixée sur un réservoir de solvant (ballon) et est surmontée d’un réfrigérant. Le
solvant est vaporisé puis condensé tout en restant en contact avec le matériel végétal.

La solution collectée dans le ballon s’enrichit de plus en plus en solut¢é a chaque cycle
d'extraction (Houghton et Raman, 1998).

L’extraction est terminée lorsque le solvant d’extraction devient de plus en plus clair (Lagnika,

2005), c’est-a dire sans une proportion significative de soluté.
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Annexe 2 :
Mode d’utilisation de la lame McMaster :

Diluer des féces dans un liquide de flottation.

Prélever un échantillon de la suspension a 1’aide d’une pipette.

Remplir chacun des deux compartiments de la lame McMaster avec la suspension.

Poser la lame sur la platine du microscope et attendre 5 min environ que les ceufs remontent.

Utiliser 1’objectif x10 et faire défiler successivement les cellules en comptant les ceufs, et en

les identifiant au fur et a mesure.

Lame McMaster

La formule pour déterminer le nombre total des coccidies (Conway et McKenzie, 2007) est la

suivante :
_ (N1+N2)x100
~ (0,15x2)

X : Nombre d’oocystes / ml de la suspension étudiée

N1 + N2 : Nombre d’oocystes dans les deux réseaux de la cellule McMaster
0,15 : Volume de chaque réseau

2 : Deux réseaux de la cellule McMaster.



