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INTRODUCTION

La diarrhée animale est une maladie digestive largement rependue [1]. Elle
constitue la pathologie la plus fréquente et est devenue un motif de consultation
vétérinaire [2, 3]. Elle est présente de par le monde, notamment dans les pays ou elle
persiste et entraine un taux ¢élevé et rapide de mortalité, engendrant dans son sillage des
graves pertes économiques dans le domaine de 1’¢levage contaminé [4, 5]. La cause de
la mortalité c’est surtout la déshydratation. Les principales cibles ont été les jeunes
animaux tels les veaux, les porcelets sous sevrage et en post sevrage [6, 7]. Une
déclaration officielle a I’Office Internationale de I’Epizootie (OIE) a été le fruit de la
vision de la diarrhée devenue probléme majeur mondial frustrant les éleveurs et les

vétérinaires [5-8].

Madagascar n’est pas épargné par cette situation. Une étude publiée en 2008 I’a
montré pour 1’économie Malagasy [9]. La grande majorité des éleveurs n’ont pas acces
aux médicaments modernes pour plusieurs raisons dont I’insuffisance budgétaire et le
manque de services offerts [9]. L’apparition des bactéries, virus, parasites et
champignons résistants aux médicaments classiques aggrave la situation [10, 11].

Madagascar dispose plusieurs espéces végétales [9] dont bon nombre de ces
plantes ont été usitées empiriquement comme anti-diarrhéique chez les humains mais
trés peu ont fait ’objet d’étude pharmacologique surtout chez les animaux [12]. Parmi

elles figurent la plante que nous avons désigné par le nom de code RAF0306.

Ainsi, pourrions-nous envisager l’utilisation de RAF0306par sa vertu anti-

diarrhéique chez ’homme dans le traitement de la diarrhée animale ?

L’objectif de 1’étude est de démontrer scientifiquement 1’effet thérapeutique de

RAF0306 comme anti-diarrhéique chez les animaux.
Les objectifs spécifiques sont de :
- Préparer I’extrait de la plante.
- Evaluer in vitro son effet antibactérien.
- Evaluer son effet sur le transit intestinal des souris.

- Mettre en évidence I’effet du décocté sur la diarrhée des porcelets.



La présente étude comporte trois parties. Dans la premiére partie, les généralités
de la diarrhée. La seconde partie contenant des essais in vitro et in vivo de I’extrait de

RAFO0306 et la troisiéme partie est consacrée aux discussions.



PREMIERE PARTIE : Rappels



RAPPELS

I.Physiopathologie de la diarrhée
La meilleure connaissance des phénomenes physiopathologiques de la diarrhée a

permis une amélioration incontestable dans sa prise en charge thérapeutique.

On entend par diarrhée, une émission de selles liquides de plus de trois fois et
plus de 300g par jour chez ’homme [13-15]. Elle peut étre aigué€, apparaissant parfois
de facon soudaine avec une durée limitée [16] ou chronique dans une période excédant
les trois semaines de selles liquides. Elle est due essentiellement a l'interruption du
cycle entéro-systémique de l'eau par déréglement des processus d'absorption et/ou de
sécrétion des électrolytes, essentiellement du sodium [5] et dans certains cas a une
hyperstimulation de la motricité intestinale. Toute perturbation de ce bilan
hydroélectrique entraine une réduction d’absorption de fluide et/ou une augmentation de
la sécrétion d’eau et d’électrolytes [17, 18]. Cela favorise une augmentation du volume

d’eau dans les selles [19].

Chez les animaux d’élevage, la diarrhée se définit comme une augmentation de
la teneur en eau des feéces associée a une augmentation de leur fréquence, de leur fluidité
ou de leur volume [3]. Les caractéristiques d’une diarrhée varient selon la zone du tube
digestif affectée : intestin gréle ou gros intestin. La principale région affectée est
I’intestin gréle. Les troubles intestinaux peuvent provoquer toute une série de signes
cliniques dont la diarrhée profuse est la plus fréquente [3]. Elle peut étre le résultat d’un
certain nombre de mécanismes pour choisir le traitement approprié, un diagnostic de

certitude est nécessaire.

Les ¢étiologies possibles chez les animaux sont [’exces alimentaire, la
consommation d’aliments avariés, les infections entérales: bactériennes, virales,

parasitaires et les causes médicamenteuses [4, 5].
1.1. Roéle physiologique de I'intestin
[.1.1.  Données anatomiques

L'appareil digestif chez les mammiferes est constitué par la bouche, le pharynx,

I'cesophage, 1’estomac (ou les estomacs chez les poly-gastriques) et l'intestin.



Ce dernier est formé de deux parties anatomiquement et fonctionnellement
distinctes, I’intestin gréle et le gros intestin étant séparés par la valvule iléo-caecale.
L'intestin gréle est fixe dans sa premicre portion (le duodénum) et flottant dans sa
deuxiéme portion (le jéjuno-iléon). Le gros intestin, encore appelé colon, est composé
de trois segments que sont successivement le caecum, le colon et le rectum qui se
termine par le canal anal dont le diamétre est supérieur a celui de l'intestin gréle, et

contrairement a celui-ci, on n’y trouve plus de villosités.
[.1.2.  Données histologiques

Histologiquement, le tube digestif présente 4 couches fonctionnelles de

I’intérieur vers 1’extérieur [20].

e Une musculaire muqueuse qui est délimitée par un épithélium dont le
type correspond a la fonction du segment, composé d’un tissu conjonctif lache, trés
vascularisé et se termine par la musculaire de la muqueuse formée de cellules

musculaires lisses.

e Une sous-muqueuse, c’est le tissu de soutien de la muqueuse, composée
d’un tissu conjonctif plus dense avec des vaisseaux sanguins et des fibres nerveuses

(plexus de Meissner) qui commandent les secrétions du tube digestif.

e Une musculeuse : formée d'une couche interne de cellules musculaires
lisses a disposition circulaire, et d'une couche externe a disposition longitudinale qui va

permettre les contractions pour le brassage des aliments.

e Une séreuse de nature conjonctive qui est une couche mince conjonctive
dans laquelle circulent les vaisseaux et les nerfs qui vont pénétrer dans les couches les

plus externes de la paroi.

L'intestin est le siege permanent de mouvements d'eau et d'électrolytes qui
résultent de 1'équilibre entre sécrétion et absorption.

L’intestin gréle présente une structure musculo-glandulaire de longueur variable
selon l'espece. C’est le lieu privilégi¢é de la digestion, 1'absorption des éléments
nécessaires a la nutrition et 1’élimination. L’intestin gréle comprend le duodénum, le

jéjunum et I’1léon. La muqueuse de l'intestin gréle présente des villosités dont



I’épithélium comprend des entérocytes, des cellules mucipares et des glandes de
Lieburkiihn [21]. Les villosités et les microvillosités de 1’intestin gréle constituent une
énorme surface d’absorption et d’assimilation des nutriments.

L'intestin dans son ensemble comporte une double innervation:

e Une innervation intrinséque représentée par le plexus d'Auerbach et le plexus
Sous-muqueux de Meissner.

e Une innervation extrinseéque composée de fibres nerveuses parasympathiques
stimulatrices de la motricité et des sécrétions intestinales et de fibres nerveuses
sympathiques inhibitrices [17, 18].

Globalement le principal' role de l'intestin est d'assurer la digestion, l'absorption des

nutriments et I’élimination des déchets.

1.2. Digestion et absorption intestinale
1.2.1 Au niveau de l'intestin gréle

A ce niveau, la digestion est liée a I'activité sécrétoire exocrine du pancréas et de
5 : A 1 1 hé > d i 1 li
l'intestin gréle, tandis que les phénoménes d'absorption concernent les aliments

assimilables qui traversent alors la muqueuse et gagnent le sang et la lymphe.

Le suc digestif de l'intestin gréle est constitu¢ d'eau, d'électrolytes, de
bicarbonates, de mucus et d'enzymes digestifs, en particulier des enzymes
protéolytiques et glycolytiques qui achévent la digestion des protides et glucides
respectivement avant leur absorption [22]. Le suc pancréatique et la sécrétion biliaire
agissent en conjonction avec ces dernieres pour une digestion complete du bol
alimentaire. Ainsi les aliments sont transformés en chyme formé de substances

directement assimilables : les acides aminés, les acides gras, les monoglycérides.

Les entérocytes assurent la fonction d'absorption par des phénomeénes soit actifs
faisant appel a une dépense énergétique et nécessitant la présence d'un transporteur
membranaire, soit passifs par diffusion simple suivant un gradient électrochimique, ou
par courant de convexion [23]. Toute absorption est possible grace au processus critique
de la maintenance de ce gradient électrochimiques en particulier le sodium a travers
I'épithélium. Toutes les cellules doivent maintenir ce gradient grice aux pompes

ioniques Na'/K" a travers la membrane cellulaire.



L'eau est le constituant principal de I’organisme, 80% de 1'eau sont absorbce par
processus d'osmose. L'absorption de I'eau est totalement dépendante de 1'absorption des
solutés, surtout le sodium. Il existe en permanence un équilibre entz€ absorption et
excrétion du sodium et donc d'eau, réalisant le cycle entéro-systémique de 1'eau et toute
rupture du cycle entéro-systémique de 1'eau entraine la diarrhée.

L'absorption des électrolytes a lieu au niveau des villosités avee/comme moteur
principal le sodium. L'absorption intestinale du sodium peut,se faize.de trois manicres
différentes :

- Systéme de l'antiport Na/H".

- Systéme de Co-transport Na*/Cl".

- Systéme de Co-transport Na'/glucose, Na'/acide aifiiné, Na'/peptide [24].

Cette absorption se fait de maniere active a ttavers la membrane apicale des
entérocytes grace au gradient de concentration entretenu entre le milieu interstitiel et
l'espace intracellulaire par la Na/K'-ATPfase (Adénosine Tri phosphate), localisée sur
la paroi baso-latérale des entérocytes, qui eéxpulsent en permanence le sodium de la
cellule vers le milieu interstitiel.

Le Chlore suit globalement les _miouvements du sodium. Son absorption est
passive dans l'intestin proximal etyactive dans l'intestin distal. Il peut étre sécrété
activement dans la lumicre intestinale par un canal qui lui est spécifique, localisé dans la
membrane apicale. L'ouverture de ces canaux est dépendante de l'augmentation de la
concentration intracellulaire d AMPc (Adénosine mono phosphate cyclique), elle-méme
déterminée par l'activation des protéines G membranaires.

Le transfert d'eau’a travers la muqueuse intestinale est un phénomene passif

selon un gradient osmotique qui dépend des mouvements des €lectrolytes [23, 24].

Ce passage d'eau a lieu principalement au niveau de l'espace intercellulaire, a
travers 1'eSpace jonctionnel. La sécrétion d'eau dans la lumicre intestinale suit le chlore

et siegesau niveau des cryptes.

[:2.20 ' Auniveau du gros intestin

Clest au niveau du gros intestin que se fait essentiellement 1'absorption d'eau,
d'tens'Na’, CI" et de vitamines. Dans sa lumiére que se font les transformations d'une

partie des nutriments sous l'action de bactéries qui y sont présentes.



L'action des germes aboutit a la formation de métabolites dont des gaz. C'est

¢galement la formation des matiéres fécales [17, 18].

Le role du gros intestin est différent selon le régime alimentaire de I'espece
animale considérée. Ainsi chez les carnivores, il est trés réduit contrairement aux
herbivores chez lesquels il occupe un volume considérable dans I’abdomen et joue un
role important dans la digestion des substrats alimentaires, en particulier la cellulose
dont I'herbivore tire profit contrairement aux carnivores et a I'homme pour qui les fibres

végétales représentent surtout un aliment de lest [24].

De manicre générale, la digestion et l'absorption intestinale des aliments sont
favorisées par la motricité intestinale qui assure en méme temps le transit des

nutriments.

1.3. Motricité intestinale

[.3.1.  Motricité de l'intestin gréle

La motricité intestinale est composée de trois activités, la segmentation
rythmique, le mouvement pendulaire et l'onde péristaltique [25]. IIs sont dus a
l'intervention des fibres musculaires lisses de la paroi disposées en deux couches, I'une
externe composée de fibres longitudinales, l'autre interne comprenant des fibres

circulaires.

e La segmentation rythmique est une succession de contractions et de relaxations
Stationnaires [26]. C’est une contraction circulaire de 1’intestin gréle et sert a découper,
mélanger le contenu intestinal et a mieux exposer les enzymes a leurs cibles.

Elle implique l'inhibition et la désinhibition réciproque des cellules musculaires
adjacentes. Ce phénomene est commandé par le Systeéme Nerveux Entéral (SNE).

e Les mouvements pendulaires sont des contractions périodiques et alternées des
muscles longitudinaux des cotés opposés [27]. Ces contractions ne modifient pas
sensiblement le calibre de l'intestin, mais assurent le glissement des anses les unes sur
les autres. Elles n'ont pas de role physiologique bien défini et leur importance varie

selon les especes.



e [’onde péristaltique est un phénoméne complexe qui coordonne et propage

l'activité contractile des 2 couches musculaires. Ce sont des contractions sur la
longueur qui permettent un déplacement tout au long de l'appareil digestif. La
combinaison de la contraction a un endroit et de la relaxation de 'autre c6té permet

de propulser le bol alimentaire [28].
[.3.2.  Motricité du gros intestin

La progression du contenu colique est relativement lente. Les contractions du gros
intestin sont assez différentes de celles observées au niveau de l'intestin gréle. Lorsqu'un
potentiel d'action est déclenché en un point du muscle, il est transmis dans toutes les
directions aux autres fibres musculaires et se propage comme des ondes. Le
comportement moteur du colon se particularise par certains faits:

e Haustrations ou divisions coliques : ces mouvements du c6lon ont pour but de
faciliter le malaxage et la réabsorption hydro-sodée. Ils résultent des contractions de la

musculature circulaire associées a un raccourcissement des bandelettes coliques.

e Mouvements de propulsion encore appelés mouvements en masse qui ont
comme fonction d'assurer le transport d'importantes fractions de la masse fécale,
effacant alors les haustrations [29].

I.4. Controéle de la motricité intestinale

Le controle de la motilit¢ gastro-intestinale implique les mécanismes

neurologiques et hormonaux qui sont interdépendants et complémentaires.

[.4.1.  Contrdle nerveuse
L'ensemble du tube digestif est innervé par le nerf vague (systeme
parasympathique) et le nerf splanchnique (systéme sympathique). La contraction des
fibres musculaires est modulée par des structures nerveuses extrinseéques et intrinseéques.
e Innervation intrinséque
Le contréle neurologique intrinséque est principalement assuré par le plexus
myentérique d'Auerbach, localisé entre la couche musculaire circulaire et la couche

musculaire longitudinale et dotée des neurones afférents et efférents excitateurs



(acétylcholine) ou inhibiteur et le plexus sous-muqueux de Meissner. Cette innervation
est responsable de I'automatisme de I’intestin [23].
e Innervation extrinseque

Des fibres nerveuses parasympathiques cholinergiques la composent et causent
généralement une stimulation des muscles lisses et 1’activité sympathique
noradrénergique qui inhibe les muscles [26]. Le fonctionnement neuromusculaire
intrinséque est placé sous le controle de I'innervation extrinseéque. L'excitation des fibres
cholinergiques (pneumogastriques) se traduit par un effet positif sur la motricité : tonus
renforcé, contractions plus énergiques. L'excitation des fibres adrénergiques
(splanchniques) provoque au contraire une inhibition de la motricité : diminution du

tonus, atténuation ou suppression des mouvements automoteurs.
1.4.4. Contrdle hormonale

De nombreux médiateurs hormonaux modulent également la motilité gastro-

intestinale. Ils sont sécrétés par le tube digestif lui-méme tel adrénalines.

Il. Etiologies de la diarrhée

1.1, Causes infectieuses
II.1.1.  Etiologies virales
Quatre-vingt pour cent des diarrhées des animaux d’élevage sont d’origine virale [30].
En médecine vétérinaire, les diarrhées trouvent leurs sources dans divers virus parmi

lesquels le rotavirus, les parvovirus et les coronavirus [16].

II.1.2. Etiologies bactériennes
Des complications bactériennes déterminent souvent les liens avec la diarrhée. Certaines
souches sont responsables d’affections particulieres chez ’homme et 1’animal [31],

entre autres :

e Les colibacilles entéropathogénes (Escherichia coli) sont impliqués dans des

infections intestinales chez les animaux du fait qu’elles soient un hdte commensal,

présentes normalement dans le tube digestif et peuvent étre responsables d’une affection
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systématique. Chez les porcs, elles sont responsables de diarrhée néonatale mais aussi

de diarrhée post-sevrage [4].

e Les Salmonelles [32] sont des bactéries pathogénes responsables de
Gastro-entérites qui constituent un probléme trés important en santé publique dans le
monde. Ils sont responsables de pertes animales importantes dans les élevages suite a la
contamination notamment de poules pondeuses par Salmonella gallinarum ou
Salmonella pullorum. De trés nombreux travaux ont contribué a la compréhension des
mécanismes d’interaction des salmonelles avec leurs hotes animaux. Dans les élevages,
les volailles s’infectent par voie orale et I’intestin est le lieu privilégié¢ de colonisation
puis de persistance des salmonelles. On assiste ¢également a une colonisation transitoire
d’organes systémiques comme la rate et le foie.

Dans I’intestin et plus particulierement les caeca qui sont deux « sacs » présents
dans la partie la plus distale de ’intestin gréle, les bactéries vont pouvoir persister
pendant plusieurs semaines a un niveau trés élevé. Cette persistance caecale est
accompagnée dans la majorité des cas d'une excrétion forte des bactéries dans
'environnement via les fientes contaminées.

e La Shigelle est 1'une des bactéries causant une infection la plus grave, voire
mortelle chez les animaux. Elle est présente normalement dans le tube digestif et peut
étre responsable de nombreuses affections systématiques telles que la diarrhée chez les

agneaux nouveau-nés [8].
I1.1.3.  Etiologies parasitaires

La diarrhée peut étre aussi le symptome d’une infection par les parasites tels

que : ’amibiase intestinale, Giardia lamblia, les helminthiases.
11.2. Cause non infectieuse

Il s’agit d’une cause alimentaire de mauvaise digestion [5] et/ou de causes

émotionnelles entrainant parfois une accélération du transit.

Les causes les plus fréquentes sont des changements brutaux d’alimentation telle la
quantit¢ de lait tété chez les jeunes animaux en post sevrage ou sa composition
(changement de ration des méres ou passage sous les tentes sans transition), lors de

changement brutal d’alimentation, lors d'excés alimentaires, ou dans le cas d'une ration
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contenant des protéines de mauvaise qualit¢é [33], ou parfois des traitements
médicamenteuses par exemple les corticostéroides, 1’érythromycine [34, 35].

Plusieurs de ces agents peuvent agir ou entrer en action simultanément. C’est
pourquoi il n’est pas toujours facile en pratique d’identifier le type de diarrhée auquel
on a affaire.

Une diarrhée peut résulter d’une sécrétion intestinale accrue, d’un effet
osmotique exercé par une molécule non absorbée, d’une accélération du transit, d’une
mauvaise digestion, malabsorption pathologique ou bien d’une association de ces
¢léments [34, 35].

IIl.  Type de la diarrhée

.1 Diarrhée osmotique

La diarrhée osmotique est hydro-électrolytique, secondaire a la présence intra-
luminale de substances hyper-osmotiques contenues dans I’aliment ou le médicament
ingéré et entrainent un afflux liquidien dans la lumiére intestinale. Elle cesse a jeun [36].
Les composantes étio-pathogéniques sont les surcharges intestinales, la mal digestion, la

malabsorption.
11.2. Diarrhée sécrétoire

Cette diarrhée peut résulter d’une augmentation de l'activité sécrétrice des
cellules épithéliales au niveau de la muqueuse intestinale sans altération de sa
morphologie et favorise la sécrétion électrolytique dans D’intestin dépassant ses
capacités d’absorption. Elle est secondaire a 1'inhibition de I'absorption au niveau de

I’intestin.

Le plus souvent, il s'agit d'une stimulation du systtme de 1’adénosine-5'-
monophosphate cyclique (AMP'c) produit par 1’adénylatecyclase ou du guanosine-
monophosphate cyclique (GMPc) produit par la guanylatecyclase avec mobilisation du

calcium intracellulaire [37, 38].
11.3. Diarrhée par trouble de la motricité intestinale

I.3.1. Ralentissement du transit intestinal
Il est favorable a la prolifération microbienne chronique responsable de plusieurs

effets parmi lesquels la diarrhée [39].
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I11.3.2. Accélération du transit intestinal

Une diarrhée peut étre induite par une accélération du transit ou le temps
nécessaire a I’absorption et a la fermentation n’est pas respecté. Elle se caractérise par
des selles de volume modéré, le besoin impérieux. Ce type de diarrhée est supprimé par
le jetine et les frénateurs du transit [40].

En résumé, l'intestin dans son ensemble est le principal sie¢ge de la digestion, de
I'absorption des aliments et 1’¢limination des déchets. Ce rdle est le résultat d'une action
enzymatique favorisée par une motricité intestinale sous contréle essentiellement
nerveux. Toute perturbation de ces mécanismes qui sous-tendent les fonctions
intestinales, se traduit par des diarrhées qui sont d'origines diverses.

IV. Traitement de la diarrhee

Le meilleur traitement d’une diarrhée c’est celui de sa cause. En médecine

vétérinaire moderne, de nombreuses molécules ont été mises au point dans le but du

traitement de la diarrhée elle-méme ou encore de ses origines.

V.1 Antimicrobiens
Tout usage de substances antimicrobiennes, comme les antibiotiques, peut
entrainer la sélection de souches de microorganismes résistants. En ce qui concerne les
usages vétérinaires, ils contribuent au probléme de la résistance, situation toutefois
moins ¢élucidée. L’usage des substances antimicrobiennes en production animale a une
importance cruciale pour la santé¢ des animaux. Malgré la diversité des antimicrobiens,

la liste ci-apres (Tableau I) pourrait tenir compagnie aux usages vétérinaires [15].
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Tableau I : Liste de quelques antimicrobiens

Famille Dénomination Commune International

B-LACTAMINE Amoxicilline (souvent en association avec acide clavulanique)

TETRACYCLINES Doxycycline, Oxytetracycline

QUINOLONE Enrofloxacine
AMINOSIDES Gentamycine, Streptomycine
v.2. Antiparasitaires

La grande famille des antiparasitaires nous permet de distinguer ceux que nous

jugeons d’une portée efficiente en médecine vétérinaire [15]:

e LE TETRAHYDROPYRIMIDINE

v' Pyrantel seul : STRONGID®
e LES AZOLES

v" Benzimidazoles : FENBENDAZOLE®, FEBANTEL®
e LES DERIVES HALOGENOPHENOLIQUES.

v" Niclosamide : STROMITEN®

v Avermectines : IVERMECTINE®

1V.3. Anti-sécrétoires intestinaux et/ou ralentisseurs de transit

Le Lopéramide est un dérivé opiacé synthétique dépourvu d’effets centraux qui
agit comme anti-diarrhéique en diminuant I’hydratation du contenu digestif et en

ralentissant le transit. Il entraine une constipation lors de surdosage.

Chez le chien, le médicament vétérinaire contenant ce principe actif est proposé
pour le traitement symptomatique de la diarrhée aigué, en association avec des mesures
diététiques (dicte de 12 heures et entreprise progressive de I’alimentation). La posologie
recommandée est 0,093 mg de Lopéramide par kg de poids corporel, soit 1 comprimé
pour 10 kg de poids corporel, matin et soir, par voie orale, pendant 3 jours consécutifs.

Le médicament doit étre administré en dehors des repas [41].
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La biodisponibilité du Lopéramide par voie orale est d’environ 20% chez le chien.
Il existe un cycle entéro-hépatique important qui entraine une distribution quasi
exclusive au niveau du tube digestif. Chez le rat, le Lopéramide est métabolis¢ au
niveau du foie et de I’intestin. L’¢limination se fait essentiellement par voie fécale sous
forme de métabolites et sous forme inchangée. La demi-vie plasmatique varie de 6 a

14h. L’¢limination est presque exclusivement digestive.

Le Dipropyline est un antispasmodique pur, ou encore la Sulfaguanidine associée

avec Alvérine (INTESTIDOG ND) [42].

V. Phytothérapie
Il est a noter qu'une intervention rapide est obligatoirement imposable en vue

d’un traitement efficace d’une diarrhée afin de supprimer les causes, de stopper les
mauvaises conséquences ou surprises.
Madagascar dispose de plusieurs plantes utilisables dans le traitement de la diarrhée,
parmi lesquelles [31, 43] :

e Psidiumgoyavia(MYRTACEES)

e Desmodiumsalicifolium(PAPILIONACEES)

e Manguiferaindicalinn. (ANACARDIACEES)

e Adansoniadigitata Linn (BOMBACACEES)



DEUXIEME PARTIE: Méthodes et Résultats
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I. Méthodes

I.1. Préparation de la plante

L’étude a porté sur une plante codée RAF0306 appartenant a la famille des
Euphorbiacées. La partie aérienne a été récoltée dans I’enceinte de 1’Institut Malgache
de Recherches Appliquées (IMRA) en février 2014. L’identification botanique a été
assurée par le professeur RAFATRO, chef responsable du Laboratoire d’Evaluation
Pharmaco-Clinique (LEPC) de I'IMRA.

Apres la récolte, tiges et feuilles fraiches obtenues de la plante adulte ont été
nettoyées a 1’eau de robinet et découpées finement pour optimiser 1’extraction chimique.

Deux types d’extraction ont été réalisés.

1.2. Préparation de I’extrait
[.2.1.  Choix de la plante

Le choix de cette plante a été justifié car elle n’étant pas encore utilisée dans la
diarrhée animale.
[.2.2.  Lieu d’étude
L’¢étude a été effectuée aupres de I'IMRA, dans le Laboratoire d’Evaluation

Pharmaco Clinique (LEPC) durant février 2014.

1.2.3.  Extraction

1.2.3.1. Décoction

e Principe :
Une extraction a chaud des principes actifs de la plante a été réalisée, utilisant

I’eau comme solvant [44].

e Mode opératoire :

La décoction a été faite selon les indications traditionnelles [45].

Ainsi, 200g de la plante fraiche découpée ont été mis dans une casserole ou I’on a ajouté
1L d'eau, portée a ébullition. Celle-ci a été maintenue pendant 15 a 20 min. La solution

a été refroidie pendant plus ou moins 12 h puis le décocté a été récupéré dans une fiole
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apres filtration sur papier filtre Whatman pour éliminer le résidu. Une partie du décocté
filtré a été séchée sur une plaque chauffante pour pouvoir calculer le rendement de cette
méthode d’extraction. Et le reste a été conservé dans un récipient stérile a température

ambiante jusqu'a I’utilisation pour le test chez les porcelets.
[.2.3.2. Macération

e Principe
Cette technique consiste a macérer les plantes dans un solvant pendant quelques

jours pour en solubiliser et en extraire les molécules organiques.
e Mode opératoire

Quinze kg de la mati¢re fraiche ont été macérés trois fois avec le méthanol pur
pendant 24 h a température ambiante. Les trois solutions obtenues ont été filtrées sur un
papier filtre Whatman. Le filtrat a été évaporé sous vide avec un Rotavapor, sous
pression réduite. Le résidu sec a ¢ét¢ nommé EMM (Extrait par Macération
Méthanolique) et conservé par la suite dans un petit tube en verre bouché et étiqueté. La

conservation a eu lieu a —4°C et a I’abri de lumiére jusqu'a son utilisation [46].

1.2.4. Calcul du rendement

Le rendement de I’extraction a été le rapport entre le poids de I'extrait et le poids
de la plante a traiter [47]. Le rendement est exprimé en pourcentage et calculé par la

formule suivante:

R = (PE x 100) / Pa

Ou: R=Rendement de I'extrait en pourcentage

PE= Poids de I'extrait en gramme

P = Poids de la plante fraiche en gramme
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1.3. Evaluation de I’effet antibactérien in vitro de ’extraitméthanolique de

RAF0306
1.3.1. Lieud’étude

L’¢tude a été réalisée dans le Laboratoire de I’Institut Pasteur de Madagascar

(IPM) sis a Avaradoha Antananarivo au mois de juin 2015.
1.3.2.  Souche bactérienne

Trois souches bactériennes GRAM négatif, Escherichia coli, Shigella sp et Salmonella
sonnei, appartenant toutes a la famille des Entérobactéries ont été utilisées [48].

Les souches utilisées ont été¢ fournies par I’IPM. Ces souches appartenant a la collection
de I’institut pasteur (CIP) ont été choisies du fait de leur sensibilité vis a vis des
antibiotiques déja étudiés et pour leurs fréquences élevées rencontrées en pathologies

humaine et vétérinaire concernant la diarrhée [49, 50].

1.3.3.  Protocole

1.3.3.1. Test de sensibilité avec 1’extrait méthanolique

e Principe
Un disque imprégné d'une substance a étudier a été placé sur la surface d'une boite de
pétri contenant de la gélose préalablement ensemencée de la bactérie a tester [51].
Le principe actif de cette substance se diffuse radialement dans la gélose réalisant un
gradient de concentration décroissante autour du disque [52], la croissance des bactéries
augmente jusqu'a la limite ou la concentration de ce principe actif est suffisante pour
inhiber la croissance. Le diameétre d'inhibition peut étre alors mesuré.

e Technique de diffusion

Elle a été utilisée pour déterminer la sensibilité¢ des différentes souches testées

vis-a-vis de D’extrait [53]. Toutes les manipulations ont été effectuées sous une hotte a
flux laminaire en position maximum de ventilation [54]. Pour chacune des souches, un

pré-enrichissement a été effectué avant le ré-isolement des souches [55].
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- Le ré-isolement a été effectué sur le milieu Muller Hinton (MH).

A laide d'une anse de platine préalablement stérilisée a la flamme du bec
bunsen, quelques colonies de la souche bactérienne pré-enrichies ont été prélevées et
ensemencées en effectuant des striations serrées a la surface du milieu d’isolement MH
stérilement coulée dans une boite de pétri. L’ensemencement terminé, toutes les boites
ont été refermées et immédiatement placées en position renversée a 1'étuve pour
incubation pendant 24 h.

- Identification et confirmation des souches

Une coloration Gram a été réalisée pour l’identification des souches testées.
L’identification a été confirmée a 1’aide du test API20E (Appareil et Procédé
d’Identification des bactéries telles que 1’entérobactérie et autres bactéries gram
négatifs).

- Préparation des suspensions d’inoculum

Une colonie bien isolée issue d’une culture de 18-24 h a été introduite dans un
tube a essai contenant 10ml d’eau physiologique [56]. Les colonies ont ¢&té
émulsionnées sur le bord du tube en dehors de 1’eau puis peu a peu dans le liquide.
L’inoculum a été fait de telle sorte que leur turbidité fiit approximativement égale a
0,5Mac Farland (tube standard servant a mesurer la turbidité) permettant ainsi d’obtenir
des suspensions bactériennes fraiches de 10%germes/ml. Cet inoculum a été utilisé pour
ensemencer les boites d’expérimentation et a inoculer les bouillons de MH [55]. Toutes
ces manipulations ont été effectuées dans une ambiance stérile le plus strictement
possible.

- Ensemencement sur des milieux MH gélosés

L’ensemencement a été fait selon la technique de stries serrées avec un écouvillon
stérile. La suspension bactérienne a été étalée sur la gélose MH a la veille de
I’expérience [57]. Chaque boite a été ensemencée avec l'inoculum d'une seule souche a
raison de trois boites par souche. L'écouvillon a été introduit dans le tube contenant
I'inoculum, l'exceés a été retiré par pression sur les bords internes du tube avant
I’ensemencement de la surface de chaque boite par des stries serrées. Une fois la surface
couverte, I'écouvillon a été jeté et la boite a ¢t€¢ mise a sécher quelques minutes pres de
la flamme, puis les boites recouvertes de leurs couvercles ont été mises a 1’incubation

24 h al’étuve [54].
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- Préparation de la solution mere 500mg/ml
La solution meére a été préparée avec 1’extrait EMM et dissout dans du méthanol
(96°) puis dilué avec de I’eau distillée pour que le taux final en méthanol soit 20% et
pour avoir une concentration de 500mg/ml.
- Préparation des disques et dépot des extraits
Des disques en papier stériles, de 6 mm de diamétre, ont été préparés et repartis en
groupe de témoins imprégnés de méthanol 20% et en groupe de traités imprégnés de
RAFO0306 a la concentration de 500mg/ml [57].
Pour le groupe de référence, des disques imbibés de gentamycine (15ug/disque), de
ciprofloxacine (Spg/disque) et d’acide nalidixique (30ug/disque) ont été choisis. Trois
volumes différents ont ét¢ utilisés pour ’extrait de RAF0306 : 20ul, 40ul et 60ul
correspondant respectivement a 10, 20 et 30mg d’extrait/disque et les disques ont été
ensuite déposés soigneusement sur la gélose déja ensemencée des souches bactériennes.
- Incubation
Le milieu ensemencé a été incubé a 37 °C a I’étuve pendant 18-24 h.
- Lecture des résultats
Les diamétres des zones d'inhibition de la croissance bactérienne ont ét€ mesurés
a I’aide d’un pied a coulisse et la moyenne des diametres d'inhibition a été calculée [58].
e Expression des résultats
L’activité antibactérienne a ét¢ exprimée en diametre (D en mm) de zone
d’inhibition autour de chaque disque.
Le parametre a étudier a été le diametre d’inhibition de la croissance
bactérienne.
La classification des diamétres de croissance de la souche a ét¢ comme suit [59] :
» Trés résistant avec un diamétre D < 8 mm
» Moyennement résistant avec 8mm < D < 14 mm

> Peu résistant avec D > 14 mm
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1.3.3.2. Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) par dilution

e Principe

C’est la plus faible concentration observée d'une gamme des dilutions
d'antibiotique capable d'inhiber toute croissance bactérienne visible aprés 18 a 24 h
d'incubation a 37°C [60].

e Technique

Une solution mére a été préparée avec ’extrait EMM solubilis¢ dans du
méthanol 20% pour avoir une concentration égale a 500 mg/ml.

A l'aide d'une pipette graduée, 1ml de la solution mére a été prélevé et introduit
dans un tube a essais. Puis, 0,5ml de cette solution mére a été prélevé et introduit dans
un deuxiéme tube contenant déja 0,5ml de bouillon de MH. Aprés agitation de la
nouvelle solution ainsi formée, 'opération a été¢ renouvelée jusqu'a obtention d’une
dilution de 1/128, le dernier prélévement étant rejeté. Une série de dilutions 1/2, 1/4 1/8,
1/16, 1/32, 1/64 ,1/128 a été faite a partir de la solution mere [58].

Les bactéries ont été mises en culture sur un milieu gélosé pendant 18 a 24 h
puis mises en suspension dans une eau physiologique stérile. Ensuite, chaque série de
dilution a recu 0,5ml de la suspension. Apreés 24 h d’incubation a 37 °C, les CMI ont été
déterminées. Les tests ont été réalisés trois fois pour confirmer le résultat.

e Expression des résultats
Le parametre a étudier a été le CMI.
Le premier tube de la série de dilution dépourvu de la croissance bactérienne de

la souche utilisée indique la concentration minimale inhibitrice de 1’extrait.

|.4. Evaluation de I’effet anti-diarrhéique in vivo de RAF0306
[.4.1.  Activité de I’extrait méthanolique de RAF0306 sur le transit intestinal

L.4.1.1. Choix de I’étude
Le test a été effectué¢ afin de déterminer 1’effet de 1’extrait RAF0306 sur le
transit intestinal en utilisant la suspension du charbon végétal comme traceur [61].
1.4.1.2. Lieu d’étude
Cette phase de notre expérimentation s'est déroulée au laboratoire de

bactériologie de I'IMRA.
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1.4.1.3. Animaux d’expériences

Des souris, de souche SWISS, de sexe male ou femelle, pesant entre 20 a 25g
ont ¢été utilisées pour ce travail. Ces animaux ont été ¢élevés dans 1’animalerie de
I’IMRA. Ils ont été nourris avec de la provende LFL (LivestockFeed Ltd) et ont recu de
I’eau a volonté. Lors de I’expérience, ils ont été placés par cinq dans des cages équipées
d'abreuvoirs.

Les animaux ont été mis a jeun 24 h avant I’expérience mais ont eu acces libre a
I’eau.

Le choix est porté sur la souris par rapport a son faible cott de revient, sa facilité
de manipulation, mais aussi sa sensibilité aux essais thérapeutiques.

1.4.1.3. Protocole opératoire
o Principe

Par application du test du repas d'épreuve, par gavage, contenant du charbon
actif comme marqueur I’effet d’un produit sur la motricité¢ intestinale peut E&tre
déterminé en mesurant la longueur intestinale parcourue par le marqueur [62].

o Technique

Les souris ont été réparties en lots témoins, traités et lot référence a raison de 5
souris par lot et mises a la diete hydrique 24 h avant le jour de la manipulation [63].
Les 3 lots ont regu du sulfate de magnésium (MgSQOs) la veille de I’expérience. Les
animaux du lot témoin ont recu de I’eau distillée tandis que les animaux du lot traité ont
recu 400mg ou 600mg/Kg d’EMM préparé dans I’eau distillée et administré par voie
orale [63]. Le Lopéramide a été utilis€ comme produit de référence a la dose de Smg/kg.

Quarante-cinq minutes apres I’administration des produits, une suspension de
charbon actif (0,1g/ml) a été administrée a raison de 0,2 ml par voie orale a chaque
animal [64, 65].
Vingt minutes apres 1’ingestion de la suspension du charbon actif, les souris ont été
sacrifiées par ¢élongation cervicale [66].Une laparotomie a été effectuée et I’intestin, du
pylore a la jonction iléo-c&cale, a été prélevé. La longueur de I’intestin a été mesurée a
I’aide d’une regle graduée en cm (Figure 1) et la distance parcourue par le charbon a été

exprimée en pourcentage [67].
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Figure 1: Photo montrant la méthode utilisée pour la mesure de I’intestin et de la

distance parcourue par le marqueur (source : auteur)
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. Expression des résultats
La longueur totale de l'intestin a été mesurée, suivie de celle parcourue par la
suspension de charbon. Les résultats obtenus ont été exprimés en pourcentage

d’inhibition du transit.

Les parameétres a étudier ont été la distance parcourue par le transit et le

pourcentage d’inhibition du transit de la souris.

[.4.2. Activité de D’extrait décocté de RAF0306 sur la diarrhée expérimentale

des porcelets

1.4.2.1. Choix de 1’étude

L’¢tude a été effectuée dans le but de montrer 1’activité anti-diarrhéique de

I’extrait décocté de RAF0306 chez les porcelets.

1.4.2.2. Lieu d’étude

L’étude a été réalisée chez un éleveur habitant dans la commune

d’ Ambohitrimanjaka, District d’Ambohidratrimo. Région d’ Analamanga.

1.4.2.3. Type d’étude

Il s’agit d’une étude expérimentale prospective.

1.4.2.4. Animaux d’expériences

L’étude a été portée sur 15 porcelets de sexe male ou femelle, de race locale,

d’environ 3 mois, sevrés, déparasités et ayant un poids moyen de 4kg.

Les porcelets ont été issus d’un élevage amélioré et fermé, en claustration permanente
dans des cases munies de murs en briques, au sol cimenté et toiture en tole (Figure 2),

dont les fournisseurs sont des éleveurs locaux.

L’¢leveur a distribué¢ de la provende auto-formulée ou parfois fabriquée

industriellement. Tous les produits ont été disponibles au niveau des marchés locaux.



24

Figure 2: Photo montrant la disposition des porcelets pour le test (source : auteur)
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1.4.2.5. Criteres d’inclusions

Une anamnése suivie d’un examen clinique a été réalisée avant I’expérience afin
de vérifier la santé des animaux et surtout de vérifier si les porcelets n’ont regu aucun
traitement anti-diarrhéique ou antimicrobien auparavant. Seuls les animaux en bonne
santé et n’ayant recu aucun traitement anti-diarrhéique et/ou antimicrobien ont été

sélectionnés.

1.4.2.6. Criteres d’exclusions

Tous porcelets non déparasités et/ou diarrhéiques ont été exclus.

Les essais ont été démarrés lorsqu’aucun signe inquiétant n’a été relevé. Tous porcelets

ont regu le consentement des propriétaires.

1.4.2.7. Protocole opératoire

e Principe

L’effet anti-diarrhéique d’un produit peut étre étudié sur une diarrhée
expérimentale provoquée avec le sulfate de magnésium a la dose de 4g/kg de poids vif

chez les porcelets [68].

e Technique

Les animaux sélectionnés ont été répartis en 3 lots de 5 porcelets. Ils ont été
numérotés afin de permettre leur identification. Les animaux ont été mis a jeun 24 h
avant I’expérience mais ont eu acces libre a I’eau [71].

Chaque porcelet a subi en début d'expérience une pesée pour le calcul de la
quantit¢ deMgSO4 et de Lopéramide a administrer. Le sulfate de magnésium a été dilué
dans de I’eau distillée et administré dans un volume de 250ml/porcelet.

Dés l'apparition de la diarrhée chez les porcelets aprés I’administration de
MgSQy, le traitement a commenceé. Les animaux du lot témoin ont recu de 1’eau distillée
alors que ceux du lot traité ont recu le décocté¢ de RAF0306 précédemment préparé
(Chap. 1.2.3.1.) par gavage (Figure 3) a la dose de 750ml par porcelet par jour répartie

en 3 prises conformément a ’utilisation [69].Le Lopéramide (IMODIUM ®) a étédonné
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par voie orale chez les animaux du lot référence [70]. A cause du probléme des

porcelets disponible, nous n’avons pas pu utiliser un lot de porcelet sans diarrhée.

Apres le traitement, I’animal a été placé dans un box individuel afin de pouvoir

compterla fréquence d’émission de selles liquides ou molles et la durée de la diarrhée.

L’observation des animaux a été réalisée jusqu’a I’arrét de la diarrhée.
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Figure 3: Photo montrant I’administration par gavage du décocté de RAF0306 chez le

porcelet (source : auteur)
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e Expression des résultats
Les nombres de féces molles ou liquides excrétées par chaque lot de porcelets
jusqu'a ’arrét de la diarrhée ont été comptés et comparés avec celui du lot témoin

montrant 100% de diarrhée, ainsi que la durée de la diarrhée pour chaque lot.

Les parametres a ¢tudier ont été la durée et le nombre d’émission des selles

liquides des porcelets pendant 24h.

[.4.3.  Analyse statistique

Les données obtenues ont €été exprimées en moyenne + e.s.m (erreur standard a la
moyenne) avec n = 5 expériences et statistiquement analysées par Anova. Le test "t" de
Student a été utilisé pour comparer les moyennes des différents groupes. Une valeur de

p < 0,05 a été considérée comme une différence statistiquement significative.

1.4.3.1. Variables étudiées
. La distance parcourue par le charbon actif
o Le pourcentage d’inhibition du transit intestinal
. La durée de la diarrhée des porcelets
. Le nombre d’émission des selles liquides des porcelets pendant
24h.
1.4.3.2. Hypotheses

L’hypothese a été nulle (HO) s’il n’y a pas eu de différence entre les moyennes
des lots (témoin, référence et extrait) mais elle a été alternative (H1) contrairement a HO

s’il y a une différence entre les moyennes des lots.
1.4.3.3. Anova

Anova a été utilisée pour comparer les moyennes des deux groupes afin d’inférer
une relation entre les variables étudiées et pour permettre de rejeter ou non I’hypothese

nulle, de prendre une décision quant a la valeur de cette hypothése (vraie ou fausse).
1.4.3.4. Test « t » de Student

Le test « t » de Student a été un test de comparaison de deux moyennes selon les

démarches suivantes:
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e Ranger les valeurs sous forme de tableau. Noter le nombre N1 de
données de la premicre série et N2 celui de la deuxiéme série.
e (alculer les moyennes et les écarts types de chacune des séries a partir

des formules suivantes:

Moyenne= %

Ecart type= /Z—(Xl_::’uj enne)’

1- Calculer la variance totale

_ (Nyx01)+(NoX0a2?)
(N1+N3z)-2

SZ

2- Calcul du t de Student

__ |moyenne;—moyenne,|

t_ 1 1
SJN—JN—Z

e Comparer le «t» calculé au “t” de la table, avec un degré de liberté

v=N1+N2-2

1.4.3.5. Interprétation

\

Si la valeur de p a été inférieure a un seuil préalablement défini a 0,05,
I'hypothese nulle a été rejetée, et le résultat du test a été déclaré statistiquement
significatif. Dans le cas contraire, si la valeur de la p est supérieure au seuil, I’hypothese

nulle n’a pas été rejetée.

Si la valeur de la p a été inférieure a un seuil préalablement défini & 0,05, 1l y a
en vue une différence significative entre les moyennes des lots témoin négatif et le lot

traité avec 1’extrait. Le résultat du test a été déclaré statistiquement significatif.

Ce qui signifie, I’extrait présente un effet sur la motilité intestinale des souris et

aussi sur la diarrhée sécrétoire des porcelets.

Dans le cas contraire, si la valeur de la p a été supérieure au seuil, la différence

statistique n’a pas €été significative.
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Ce qui a voulu dire que le lot témoin négatif et le lot traité¢ avec 1’extrait ont été
identique signifiant que 1’extrait n’a pas eu d’effet sur la motilité intestinale des souris

et sur la diarrhée sécrétoire des porcelets.
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1. Résultats

1.1 Rendement de I’extraction chimique

Le rendement se calcule par rapport au poids total de la plante fraiche de
RAF0306. Nous réalisons deux extractions aqueuses : décoction et macération. Les

rendements de ces deux méthodes d’extraction sont présentés sur le tableau II.

Tableau Il : Rendement des extractions

Extrait Rendement (%)
Décocté 5
Méthanolique 2,11

L’extraction a froid par macération dans méthanol présente un rendement assez
faible par rapport a I’extraction a chaud par décoction aqueuse. La premiere méthode
donne un rendement de 2,1% tandis que par décoction aqueuse, un rendement de 5% a

été obtenu.
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11.2. Résultats pharmacologiques
I1.2.1. Diamétre d’inhibition in vitro de la croissance bactérienne

11.2.1.1. Diametre d’inhibition de la croissance bactérienne en fonction de
la quantité de 1’extrait.

L’observation de la croissance bactérienne permet d’identifier des zones claires,
plus ou moins rondes autour des disques (Figure 4) dont les diamétres varient en
fonction de la quantité de 1’extrait EMM utilisée (Tableau 3). Ces zones délimitent la

croissance bactérienne.

Figure 4: Photo de I’antibiogramme montrant I’inhibition de la prolifération de E. coli

en fonction de la quantité de I’extrait EMM testée (source : auteur)

Sur cette figure, des zones claires, plus ou moins rondes autour des disques
indiquent une inhibition de la prolifération bactérienne et leurs diametres augmentent
proportionnellement a la quantité de I’extrait EMM testée. La premicre ligne montre le
disque avec 10mg d’extrait EMM tandis que la deuxiéme ligne fait état de 20mg
d’extrait et la troisieme ligne pressente un disque avec 30mg de I’extrait.

L’extrait méthanolique de RAFO0306 inhibe donc de fagon quantité-dépendante la

prolifération bactérienne.

Les tests effectués avec I’acide nalidixique, la ciprofloxacine et la gentamycine ont

montré que ces souches bactériennes sont sensibles a ces antibiotiques de référence.
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Figure 5: Photo de I’antibiogramme du lot ttmoin montrant I’absence de la zone claire

autour de disque sur Escherichia coli (source : auteur)

Cette figure montre qu’Escherichia coli pousse sur toute la surface du milieu et
autour du disque imbibé de méthanol 20%. Les diamétres de la zone d’inhibition sont

tous inferieur 8 8mm pour ce lot.
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Tableau 111 : Diamétres d’inhibition de la croissance bactérienne en fonction de la

quantité de ’extrait (n=3)

Diameétre d’inhibition (mm)

Quantit¢ ’EMM  Omg 10 mg 20 mg 30 mg
Souches

Escherichia coli 6 9,2+1,7 16£1,7 20,7+0,6
Shigella sonnei 6 10,8+0,3 17,241 20,3+0,6
Salmonella sp 6 12+1,5 20+1,7 22.2+0.8

D’aprés ce tableau, les diametres des zones d’inhibition autour des disques
imbibés d’EMM sont tous supérieurs a 8mm. Ces résultats montrent que 1’extrait EMM
inhibe de facon significative la croissance bactérienne. Le diamétre de la zone
d’inhibition est augmenté en fonction de la quantité d’EMM testée. L’effet est donc
quantité-dépendante. L’inhibition la plus importante s’observe sur Salmonella sp et
qu’Escherichia coli et Shigella sonnei présentent des diamétres d’inhibition a peu prés

semblables.
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I1.2.1.2. Concentrations minimales inhibitrices d’EMM en fonction de la

souche

Les CMI de I’extrait méthanolique de RAF0306 sur les différentes souches

bactériennes testées sont montrées sur le tableau IV.

Tableau 1V: Concentrations Minimales Inhibitrices d’EMM sur les différentes

souches bactériennes testées

Souches Escherichia coli Salmonella sp Shigelle sonnei

CMI (mg/ml) 31,25 31,25 7,81

Ces tests ont permis de déterminer la CMI de EMM sur les différentes souches
bactériennes testées. Elle est de31, 25mg/ml sur Escherichia coli et Salmonella sp et

de7,81mg/ml sur Shigelle sonnei.

Escherichia coli et Salmonella sp présentent donc une sensibilité identique a

I’extrait méthanolique de RAF0306 tandis que Shigella sonnei en est la plus sensible.
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I1.2.2. Distance parcourue par le charbon et pourcentage d’inhibition de
EMM sur le transit intestinal chez la souris

L’extrait méthanolique de RAF0306 et le Lopéramide réduisent la distance
parcourue par le charbon actif par rapport a celle des animaux témoins (Tableau V). Ils
inhibent donc le transit intestinal. L’effet inhibiteur ’EMM sur le transit intestinal est

proportionnel a la dose utilisée chez la souris.

Tableau V: Distance parcourue par le charbon actif et pourcentage d’inhibition du

transit intestinal en fonction du lot traité chez la souris (n=5)

Traitement Distance parcourue  Pourcentage d’inhibition
par le charbon (cm) du transit (%)
MgSO4 (4g/kg) 43,2445 0
MgSO4 + Loperamide (5mg/kg) 13,6+3,6 (p<0,05) 70,7
MgSO4 + Extrait (400mg/kg) 33,8+3,7 (p<0,05) 24,5
MgSOs4 + Extrait (600mg/kg) 22,645,0 (p<0,05) 47,4

Mg SOy : sulfate de magnésium

La distance parcourue par le charbon actif est de 43,2+4,5cm, soit 87,10% de la
longueur totale de I’intestin chez les animaux témoins. Elle est de 13,6+3,6cmchez le lot
trait¢ avec le Lopéramide (5mg/Kg) et de 33,8+3,7cm et de 22,64+5,0cm chez les lots
traités avec EMM respectivement avec la dose de 400mg/Kg et 600mg/Kg. Ces valeurs
sont statistiquement différentes (p< 0,05) par rapport a celle des animaux témoins. Ces
deux produits ralentissent donc le transit intestinal.

En considérant qu’il n’y ait aucune inhibition du transit intestinal chez les
animaux témoins, la distance parcourue par le charbon actif est donc de 100% chez eux.
Le Lopéramide a 5Smg/Kg inhibe donc de 70,7% le transit intestinal. Cette inhibition est
de 24,5% et de 47,4% chez les lots traités respectivement avec 400mg/kg et 600mg/Kg
de EMM.
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11.2.3. Durée de la diarrhée et pourcentage d’inhibition de la diarrhée

Le sulfate de magnésium provoque une diarrhée caractérisée par une émission
fréquente de selles liquides, 13+1,5pendant 24h. Le Lopéramide et le décocté de
RAFO0306 permettent de réduire la durée de la diarrhée (Tableau VI) et le nombre des
selles liquides pendant 24h (Tableau VII).

Tableau VI: Durée de la diarrhée en fonction du traitement (n=>5)

Traitement Durée de la diarrhée (h)
Témoin 24
Lopéramide (5mg/kg) 2
Décocté (750 ml/animal) 6

Les résultats rapportés dans ce tableau montrent que le décocté de RAF0306
réduit trés significativement la durée de la diarrhée. Elle est d’environ 6h pour les
porcelets traités contre 24h pour les animaux témoins rendus diarrhéiques par
administration de sulfate de magnésium. Pour les animaux traités avec le Lopéramide, la

diarrhée ne dure qu’en moyenne 2h.
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Tableau VII: Nombre d’émission des selles liquides pendant 24h et pourcentage

d’inhibition de la diarrhée en fonction du lot traité (n=5)

Traitement Nombre d’émission des Pourcentage d’inhibition de
selles liquides pendant 24h la diarrhée (%)
Témoin 15,5+2,5 0
Loperamide (5mg/kg) 4,2+0,8 (p<0,05) 72,9
Décocté (750 ml/animal) 7,2£1,6 (p<0,05) 53,5

Les résultats rapportés dans ce tableau montrent que RAF0306 réduit
significativement la fréquence d’émission des selles liquides chez les porcelets rendus

diarrhéiques par administration de sulfate de magnésium.

Les observations relevées par lot ont été les suivantes :

e Pour le lot témoin
Les porcelets ont émis des selles liquides irrégulierement environ 3h apres la
réception de MgSO4. A cause de la difficult¢ du gavage pour un porcelet de ce lot
témoin, la quantité de MgSO4 administrée n’était pas suffisante ; ce qui est a I’origine
du retard d’apparition de la diarrhée pour cet animal. Elle apparaissait 6h apres

I’administration.

e Lot traité avec le Lopéramide
Apres la provocation de la diarrhée et apres 1I’emploi du médicament de
référence, la durée et le nombre d’émission de selles liquides sont largement inférieurs a
ceux du lot témoin. Pour ce lot, la diarrhée n’a duré qu’environ 2h et le nombre

d’émissions de selles liquides est de 4 en moyenne pendant 24 h.

e Lot traité avec le décocté de RAF0306
Les entités de ce lot ont été traitées avec le décoct¢ de RAF0306 a la dose de
750ml par porcelet par jour, répartie en 3 prises jusqu'a la fin de la diarrhée. Chaque
prise est espacée de 4h. Les variables étudiées ont été évaluées apres chaque prise du
décocte. Apres la premiere prise, la majorité des porcelets ont encore émis des selles a

consistance liquide.
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Apres la deuxieme prise, la consistance est devenue pateuse et la diarrhée s’est arrétée
environ2h aprés cette 2° prise, avec un nombre total de 7 selles en moyenne pendant

24h.

Les résultats obtenus sur la diarrhée expérimentale provoquée au sulfate de
magnésium montrent que le décoct¢ RAF0306 inhibe la diarrhée chez les porcelets de

fagon significative.

Le test d’évaluation statistique utilisé est ANOVA puis appuy¢ par le test de Student.
Interprétation :

Le degré de la diarrhée a été évalué par rapport a sa durée et au pourcentage de
la fréquence d’émission des selles liquides par porcelet. Ces variables ont été des
¢léments suffisants pour notre étude et retenus par le modéle statistique afin d’expliquer
I’efficacité du décocté de RAF0306.

D’apres le test ANOVA, le traitement avec le décocté RAF0306 lors des essais a
permis de réduire significativement le nombre d’émissions des selles liquides pendant
24h (p<0,05). La plante présente donc un effet thérapeutique sur la diarrhée.

Avec les deux doses utilisées, le Lopéramide présente un effet thérapeutique plus
important et plus rapide que le décocté de RAF0306 sur la diarrhée expérimentale
provoquée au sulfate de magnésium. Cette efficacité pourrait étre due au fait que le
médicament de référence est une molécule pure. Mais a travers nos résultats, le
Lopéramide peut étre remplacé par le décocté de RAF0306 dans le traitement de la

diarrhée.

Rapport- gratuit.com @
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DISCUSSION

Ce travail a pour objectif de valoriser scientifiquement 1’activité anti-diarrhéique
de I’extrait de RAF0306 (EUPHORBIACEES). La plante est utilisée traditionnellement
pour le traitement de la diarrhée chez ’homme. Mais son utilisation chez les animaux
d’élevage n’a jamais été étudiée.

Pour atteindre cet objectif, nous avons effectué¢ des tests in vitro sur 3 souches
d’entérobactérie différentes, responsables de la diarrhée, pour déterminer 1’activité
antibactérienne de RAF0306 et des tests in vivo chez la souris pour étudier son effet sur
le transit intestinal et chez les porcelets pour évaluer son effet sur la diarrhée osmotique

provoquée au sulfate de magnésium.

Le rendement d’extraction chimique a été calculé a partir du poids total de la
plante fraiche et I’extrait obtenu. L’extraction par décoction de la partie aérienne de
RAFO0306 a donné un rendement 3,5 fois moins important que celui trouvé par Soroet
al. en 2009 [72] utilisant le méme protocole d'extraction pour les écorces de Ximenia
americana. La différence de rendement pourrait étre due aux parties de la plante
utilisée. L’extraction par décoction a donné un rendement plus important que
I’extraction par macération méthanolique de RAF0306. Cette différence pourrait
s’expliquer par la technique d'extraction a chaud pour la décoction et a froid pour la

macération et a la différence de polarité de solvants utilisés.

La diarrhée est une maladie trés répandue dans le monde et aussi considérée
comme un des problémes fondamentaux des animaux d’élevage. Ceci a été prouvé par
des faits survenus dans le monde et engendrant 1’augmentation du taux de mortalité et

de morbidité. Les cibles les plus vulnérables a cette maladie ont été les jeunes animaux.

La diarrhée épidémique porcine ou DEP a épargné I’Amérique jusqu’en 2013
mais elle est réapparue avec un taux de mortalit¢ préoccupant de 100% chez les
porcelets [6-7]. Au Québec en 2000, un taux de mortalité¢ de 30-50 % a été relevé, suivi
d’une recrudescence du taux de diarrhée [4, 8]. En Coré du sud ou la diarrhée a frappé

et a provoqué une réduction de 25% de 1’effectif d’¢élevage [6].

Les résultats obtenus lors de cette étude indiquent que 1'extrait méthanolique de
RAF0306 inhibe la croissance de 3 souches bactériennes utilisées et I’importance de

I’inhibition est proportionnelle a la quantité testée.
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Ce qui indique que ’extrait contiendrait une ou plusieurs molécules capable(s)
d’inhiber la prolifération bactérienne et que l'inhibition de la croissance bactérienne
augmente avec la quantité du principe actif du produit. Parmi ces 3 souches, c’est la
Salmonelle qui est la plus sensible a RAF0306 avec une zone d’inhibition plus
importante. Escherichia coli et Shigella sonnei présentent la méme sensibilité a I’extrait
méthanolique de RAF0306. Elles sont donc sensibles a 1’extrait méthanolique de
RAF0306. D’apres nos résultats, ces souches sont sensibles a I’acide nalidixique, a la

ciprofloxacine et a la gentamycine.

Les plantes de la famille d’Euphorbiacées ont été largement et universellement
usitées en médecine traditionnelle pour guérir bon nombre de maladies [73]. Plusieurs
études ont mis en exergue la présence des composés poly-phénoliques (tannin,
flavonoides), la terpénoides (diterpénes et triterpénes) dans cette famille
d’Euphorbiacées [74]. Les flavonoides possédent plusieurs activités pharmacologiques
[75]. Des études pharmacologiques ont montré que les tannins possédent une activité
anti-diarrhéique et une propriété¢ antibactérienne [74-76]. D’autres plantes de cette
famille sont aussi douées de cette activité telles Phyllanthus niruri, Phyllantusschum et
Phyllanthus thann[77]. Puisque RAF0306 appartient a la famille d 'Euphorbiacée, il est
fort probable selon le principe de chimio-phyllo taxonomique qu’elle contienne ces
composés chimiques qui pourraient €tre a 1’origine de son effet inhibiteur de la

croissance bactérienne [75, 78].

L’effet de RAF0306 sur les germes témoigne son pouvoir antimicrobien avec un spectre

d’action antibactérien au moins sur trois souches [75, 79].

L’extrait méthanolique de RAF0306 possede un pouvoir antiprolifératif
bactérien. Sa faible CIM sur Shigella sonnei est d'une grande importance dans le soin de
la santé animale, car il peut étre utilis¢é comme une alternative aux antibiotiques dans le
traitement des infections dues a ce micro-organisme qui est la cause fréquente de la
diarrhée. Toutefois, son pouvoir antiprolifératif bactérien est moins important que celui
des antibiotiques de référence utilisés comme 1’ Acide Nalidixique, la Gentamycine et la
Ciprofloxacine. Cette activit¢é moindre de [’extrait méthanolique de RAF0306 par

rapport a celui enregistré avec les antibiotiques standards peut s’expliquer par le
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faitqu’il est encore a I’état brut non purifié alors que les antibiotiques standards sont des

molécules pures.

Le sulfate de magnésium appartient a la famille des laxatifs salins dont l'activité
diarrhéique est basée sur son effet osmotique [80], c'est-a-dire par provocation d'un
appel d'eau de la paroi intestinale vers le contenu fécal. Il modifie donc la réabsorption
d’eau au niveau de l’intestin et augmente le volume de son contenu. A cela s'ajoute
'augmentation secondaire du péristaltisme du fait du mécanisme osmotique décrit plus
haut.

L’extrait méthanolique de RAF0306 est capable d’inhiber la diarrhée provoquée avec le
sulfate de magnésium. Il pourrait étre impliqué sur le mécanisme d’échange d’eau au
niveau intestinal favorisant ainsi la diminution du volume du liquide intestinal et
empéchant la réabsorption d'eau et de chlorure de sodium. Cette absorption de chlorure
de sodium (NaCl) et I’inhibition de la sécrétion de chlore (Cl ) aboutissent a une faible
quantité de liquide du contenu intestinal.

Rappelons aussi que la motricité intestinale a été sous controle des mécanismes
nerveux. Le systéme nerveux central contrdle la fonction gastro-intestinale [81].

Le MgSO4 intervient aussi dans la libération de D’acétylcholine qui est un
neurotransmetteur excitateur des cellules musculaires par utilisation du calcium au
niveau du site de stockage. Il mobilise le mouvement des calciums extracellulaires et

intracellulaires par activation du récepteur muscarinique et augmentation la

concentration de Ca2+ intracellulaire a I’origine de la contraction cellulaire [82].

Nos résultats montrent que 1’administration orale de 1’extrait méthanolique de RAF0306
chez les souris provoque un ralentissement dose-dépendant du transit intestinal.
L’extrait de RAF0306 a 400 mg/Kg et 600mg/Kg a réduit significativement (p<0,05) le
transit intestinal par rapport au témoin chez la souris. Selon une étude, I’extrait brut de
Vinca major exerce un effet anti diarrhéique sur la diarrhée induite par MgSO4 chez le
rat [83]. Il réduit la contraction des muscles lisses déclenchée par plusieurs
spasmogenes. RAF0306 pourrait avoir le méme effet et empéche la contraction des
muscles intestinaux.

La diminution de la contraction des muscles lisses de 1’intestin peut expliquer en partie
I’action anti-diarrhéique de la plante car la diarrhée se caractérise par une accélération

du transit intestinal liquide.
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Certains auteurs ont montré que les flavonoides ont un effet antispasmodique. Ils
inhibent la kinase dans la contraction musculaire et perturbent la mobilisation du
calcium intracellulaire par I’inhibition de sa libération du réticulum sarcoplasmique
[84]. Ils réduisent ainsi la contraction des muscles lisses déclenchée par plusieurs
spasmogenes, mais aussi par un mécanisme lié¢ aux mouvements de calcium a travers les
membranes cellulaires [85]. Les flavonoides pourraient donc étre responsables de cette
activité¢ anti-diarrhéique de RAF0306 du fait qu’ils modifient la perméabilité des
muqueuses intestinales, inhibent la motilit¢ intestinale et la sécrétion hydro-

¢électrolytique [86].

Un autre chercheur a démontré que les tanins ont été a 1’origine de I’effet anti-
diarrhéique de P. karka[87]. Les tanins rendent la muqueuse intestinale plus résistante et
diminuent la contraction du tractus gastro-intestinal [88]. D’ apres cet auteur, les tanins
sont des substances chimiques reconnues pour leur pouvoir de fixation aux protéines
avec une tendance a I’imperméabilité des souches externes et la protection des couches
sous-jacentes. Ceci est ajouté a leur propriété de retendre le tissu et de drainer les
secrétions excessives pourrait expliquer leur activité anti diarrhéique. De nombreuses
plantes contenant ces composées ont des proprietés anti-motilit¢ telle que

Carumcopticum[89].

Cette étude justifie que l'extrait méthanolique de RAF0306 est capable d’inhiber la
diarrhée causée par 1’accélération du transit intestinal chez les souris de manicre

significative.

Quant a I’é¢tude menée chez les porcelets, les essais cliniques ont été effectués
sur des porcelets rendus diarrhéiques par I’administration du MgSOs. Durant le
traitement, I’animal a été mis jeun afin d’éviter toute interaction entre l’aliment et
I’extrait qui pourrait modifier le profil pharmacologique de ce dernier. Les porcelets ont

été déparasités pour éviter toute confusion avec la diarrhée d’origine parasitaire.

L’essai a été effectué en vue de déterminer notamment 1’efficacit¢ du décocté de
RAFO0306 sur la diarrhée expérimentale chez les porcelets. Le degré de la diarrhée a été
évalué par rapport a la durée de la diarrhée et le nombre d’émission des selles liquides
par porcelet pendant 24h. Ces variables ont été des ¢éléments suffisants pour

notreconclusion et retenus par le modéele statistique afin d’expliquer I’efficacité du
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décocté de RAF0306. La quantification de selle n’a pas été entreprise au cours de cette

étude.

Il est nécessaire de rappeler que durant la manipulation, les animaux ont été trés
stressés. Certains auteurs pensent que le stress favorise la diarrhée de type émotionnel
liée a I’accélération du transit intestinal. Lors d'une émotion, on observe la fermeture du
pylore et l'interruption du transit gastro-intestinal. Il y a accélération du péristaltisme
gastro-intestinal entrainant ainsi une diarrhée [28]. Cet effet peut changer d’un porcelet
a I’autre. Tous ces facteurs pourraient étre des sources de variation pouvant expliquer la

différence des résultats trouvés.

L’administration par voie orale de MgSO4 a la dose de 4mg/kg a permis de provoquer
une diarrhée franche et persistante chez les porcelets. Elle apparait a partir de la 3° h
suivant 1’administration de MgS04 et persiste pendant 24 h. Le traitement avec le
Lopéramide ou avec le décocté de RAF0306 réduit significativement (p < 0,05) la durée
de la diarrhée et le nombre d’émission des selles liquides pendant 24h. L’effet du
décocté de RAF0306 peut étre attribué a sa capacité de ralentir le péristaltisme intestinal

prouvé chez la souris.

Au regard de ces résultats, les porcelets présentent une tolérance au décocté de

RAF0306.
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CONCLUSION

La diarrhée animale est une maladie non négligeable qui entraine une lourde
perte économique chez les élevages touchés. Cette étude a eu pour but de démontrer

scientifiquement I’effet thérapeutique de RAF0306 sur la diarrhée animale.

L’extrait méthanolique a une activité pntiproliférative| in vitro sur les souches

d’entérobactérie les plus impliquées dans [’étiologie de la diarrhée et un effet
ralentisseur du péristaltisme intestinal in vivo chez la souris. Ces deux activités ont
expliqué, au moins en partie, la vertu anti-diarrhéique de cette plante. Cette vertu est
d’ailleurs confirmée par 1’efficacité du décocté entrainant la réduction de la durée et le

nombre d’émission de selles liquides chez les porcelets.

Les travaux ultérieurs consisteront a purifier la ou les molécules actives de la plante
codée RAF0306 et de réaliser des essais sur d’autres modeles expérimentaux en vue de
son développement thérapeutique. Il sera envisageable de faire ce test pour une étude

plus approfondie.
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VELIRANO

“Eto anatrehan’i Zanahary, eto anoloan’ireo mpikambana ao amin’ny Holafitra

Nasionalin’ny Dokotera Veterinera Malagasy sy ireo mpampianatra ahy, mianiana aho

fa hitandro lalandava ary hitaiza ny haja amam-boninahitry ny Dokotera Veterinera sy

ny asa. Noho izany dia manome toky ary mianiana aho fa:

a.

Hanatanteraka ny asako eo ambany fifehezan’ny fitsipika misy ary hanaja
ny rariny sy ny hitsiny ;

Tsy hivadi-belirano amin’ny lalan’ny voninahitra, ny fahamendrehana, ny
fanajana ny rariny sy ny fitsipim-pitondran-tena eo am-panatanterahana ny
asa maha Dokotera Veterinera ;

Hanaja ireo nampianatra ahy, ny fitsipiky ny haikanto. Hampiseho ny
sitraka sy fankatelemana amin’izy ireo ka tsy hivaona amin’ny soa
nampianarin’izy ireo ahy ;

Hanaja ny ain’ny biby, hijoro ho toy ny andry iankinan’ny fiarovana ny
fahasalaman’izy ireo sy ho fanatsarana ny fiainany ary hikatsaka ny
fivoaran’ny fahasalaman’ny olombelona sy ny toe-piainany ;

Hitazona ho ahy samirery ny tsiambaratelon’ny asako ;

Hiasa ho an’ny fiarovana ny tontolo iainana sy hiezaka ho an’ny fisian’ny
fiainana mirindra ho an’ny zava-manan’aina rehetra ary hikatsaka ny
fanatanterahana ny fisian’ny rehetra ilaina eo amin’ny fiaraha-monina tsy
misy raoraon’ny olombelona sy ny biby ;

Hiezaka hahafehy ireo fahalalana vaovao sy haitao momba ny fitsaboana
biby ary hampita izany amin’ny hafa ao anatin’ny fitandroana ny
fifanakalozana amin’ny hairaha mifandray amin’izany mba hitondra
fivoarana ho azy ;

Na oviana na oviana aho tsy hampiasa ny fahalalako sy ny toerana misy ahy

hitondra ho amin’ny fahalovana sy hitarika fihetsika tsy mendrika.

Ho toavin’ny mpiara-belona amiko anie aho raha mahatanteraka ny velirano nataoko.
Ho rakotry ny henatra sy ho rabirabian’ny mpiray asa amiko kosa aho raha mivadika

amin’izany”’.
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ABSTRACT

Introduction: The encoded RAF0306 plant is traditionally used for the treatment of
human diarrhea. The study main objective to provide scientific evidence of its
therapeutic virtue and the virtue of studying on animal diarrhea.

Method: Two types of extracts of the aerial part of this plant were prepared. The
methanolic used in the antibacterial test and in the test on intestinal transit in mice. In
addition, the decoded extract was used in piglets.

Resultats: the methanolic extract is capable of inhibiting in vitro the proliferation of
Escherichia coli, Salmonella sp and Shigella sonnei grown on an enriched agar medium
the minimal inhibitory concentration is 7,5 mg/ml for Shigella and 31,25 mg /ml for the
other two strains studied. It also slows down the intestinal peristalsis in mice. While the
decoction is capable of reducing the duration and water stool emission frequency in
piglet.

Conclusion: The antidiarrheal effect of this plant is due to its antibacterial effect and its
effect retard intestinal peristalsis. And that the use of decoction of RAF0306 is
beneficial in animals in order to reduce the duration of diarrhea and liquid stool
transmission frequency.
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RESUME

Introduction : La plante étudiée est traditionnellement utilisée pour le traitement de
diarrhée humaine. L’étude a comme objectifs principaux d’apporter des preuves

scientifiques de sa vertu thérapeutique et d’étudier cette vertu sur la diarrhée animale.

Méthode : Deux types d’extraits de la partie aérienne de cette plante ont été préparés.
L’extrait méthanolique utilisé dans le test antibactérien et dans le test sur le transit

intestinal chez la souris. En outre, I’extrait décocté a été utilisé chez les porcelets.

Résultats : L’extrait méthanolique est capable d’inhiber in vitro la prolifération
d’Escherichia coli, de Salmonella sp et de Shigella sonnei ensemencées sur un milieu
gélosé enrichi Sa concentration minimale inhibitrice est de 7,5 mg/ml pour Shigella et
de 31,25 mg/ml pour les deux autres souches ¢tudiées. Il ralentit également le
péristaltisme intestinal chez la souris. Tandis que le décocté est capable de réduire la

durée et la fréquence d’émission des selles liquides chez les porcelets.

Conclusion : L’effet anti-diarrhéique de cette plante est donc di a son effet
antibactérien et a son effet ralentisseur du péristaltisme intestinal. Et que 1’utilisation du
décocté de RAF0306 est bénéfique chez les animaux dans le but réduire la durée de la

diarrhée et la fréquence d’émission de selles liquides.

Mots clés : Diarrhée, Activité Antibactérienne, inhibiteur du transit intestinal, effet anti
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