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RESUME. Les produits naturels de soin et de bien étre intéressent de plus en plus les consommateurs, entre 2015 et
2019 par exemple, la croissance mondiale enregistrée pour cette part de marché a été de 10 a 11% [FER 21]. Cette
situation offre une opportunité favorable pour I'émergence des pays en développement. Cependant, pour pouvoir
proposer des produits sur le marché international, ces pays doivent se conformer aux réglements et aux normes
imposés par les échanges internationaux. Parmi ces réglements, la législation Européenne a banni les tests sur les
modeles animaux pour les cosmétiques [JOU 09]. L’embryon de I'ceuf de poule n’est pas considéré comme un animal
[RIB 16]. Dans un pays ou la disponibilitt des moyens financiers et matériels est trés limitée, le test sur membrane
chorioallontoique de I'ceuf de poule offre une méthode non colteuse et facile a mettre en ceuvre pour des tests
cosmétiques. Aprés une etude préalable des conditions optimales, le dispositif de couvaison naturelle s’avére étre le
plus adapté dans le contexte malgache. Des produits cosmétiques fournis par des laboratoires locaux ont été testé.
Malgré le fait que la validation de cette méthode est déja acquise au niveau de plusieurs pays, une comparaison avec
des essais sur oreille de lapin a été effectuée [BUD 21]. La bonne adaptabilité et la souplesse de cette technique ont
été démontrées. Il s’agit ici d’'un transfert de technologie facile et bénéfique pour le contexte socio-économique
malgache.

ABSTRACT. Natural skin-care and wellness products are of increasing interest to consumers. For example, between
2015 and 2019, the global growth recorded for this market was up 10 to 11% [FER 21]. This situation offers a
favourable opportunity for developing countries. However, in order to be able to offer products on the international
market, these countries must comply with the regulations and standards imposed by international trade. Among these
regulations, European legislation has banned animal model testing for cosmetics. [JOU 09]. Since a hen’s egg embryo
is not considered an animal in most countries before 17 days of incubation, the use of the chorioallontoic membrane
HET CAM test is a proposed alternative method. Furthermore, before 14 days, most agree that the embryo does not
yet experience pain [RIB 16]. In a Madagascan context, where material and financial means are limited, the HET CAM
method is an inexpensive and easy-to-perform procedure for testing cosmetics. After an evaluation of the possible
appropriate techniques, natural brooding was chosen as the most suitable system for Madagascar. Some locally
produced cosmetic creams were tested. Although HET CAM is widely recognized in many countries as a valid method
for testing irritant products, tests on rabbits’ ears were performed for comparison purposes [BUD 21]. The good
adaptability and flexibility of this technique has been demonstrated. In the Madagascan socio-economic context, this is
an easy and beneficial technology transfer.
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1. Introduction

L’ile de Madagascar est connue pour sa richesse unique en biodiversité [PAT 19]. Cette richesse
pourrait étre gérée d’une manicre rationnelle pour contribuer au développement du pays. Les
ressources naturelles présentent un vaste domaine d’application touchant tous les niveaux socio-
économiques, du nutritionnel, a la cosmétique, en passant par la pharmaceutique [LAM 21].
Parallélement au développement des activités, il faudrait introduire les moyens technologiques qui
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les accompagnent. Dans le cadre du développement des activités de production de cosmétique a
Madagascar, I’introduction de moyens sirs pour tester les produits s’impose. Il est primordial
d’assurer la sécurité des consommateurs par rapport a I’innocuité des produits mis sur le marché.
Parmi les tests alternatifs a I’utilisation du modéle animal en cosmétique, le test sur membrane
chorioallontoique de 1’ceuf de poule (HET-CAM) est une méthode peu codteuse [VIN 17]. Il s’agit de
I’'une des plus vieilles alternatives du test de Draize sur l’irritation, et il ne nécessite pas de
technologie compliquée, pouvant s’adapter facilement dans le contexte des pays en développement.
Il a été déja introduit en Algérie avec succeés [DER 17]. Le contexte malgache est tres particulier
parce que méme les coupures fréquentes d’électricité au laboratoire ne permettent pas le
fonctionnement correct d’un incubateur d’ceufs. L’objectif de cette recherche est de trouver le
moyen le plus approprié pour transférer cette technologie dans un contexte malgache.

2. Contexte de lI'introduction du test HET-CAM a Madagascar

Dans le cadre de la mondialisation, les pays en développement doivent suivre obligatoirement la
course a I’innovation. Avec I’évolution rapide de la technologie, les produits lancés sur le marché
ont souvent une courte durée de vie [AUD 14]. Il est donc primordial que pour assumer leur
transformation économique, les pays en développement accédent a de nouvelles techniques et
promouvoir les recherches essentiellement en matiére agricole et de nutrition. Les transferts de
technologie, si menés d’une maniére appropriée, aident ces pays a faire face a cette innovation
permanente. L’un des objectifs visés dans cette étude est donc de contribuer a une possibilité de
Madagascar a faire face a la mondialisation. Il est aussi primordial que les transferts de technologies
puissent résoudre des problémes socio-économiques particuliers [GER 20]. Dans notre cas par
exemple, le transfert de technologie répond a des problemes de santé publique et de sécurité des
consommateurs. En effet, les producteurs de cosmétiques a 1’échelle artisanale sont florissants sur le
marché local, et la connaissance de la pharmacopée traditionnelle par la population de masse est un
facteur favorable a I’épanouissement de cette activité [ORU 19]. Aucun contrdle de non nocivité n’est
effectué sur la plupart de ces produits mis sur le marché. Le second objectif de cette recherche est
donc de vulgariser une technique simple, facilement a disposition, pour un minimum d’assurance
des consommateurs de cosmétiques naturelles locales.

Récemment, deux modeles de couveuses électriques a faible consommation d’énergie ont été
proposés par des collegues chercheurs du continent Africain, au Cameroun et en Afrique du Sud.
Les deux sont basés sur une optimisation de ’utilisation de 1’électricité pour en faire un appareil
plus économique [KAP 20] [KUT 19]. Néanmoins, a cause des fréquentes coupures électriques a
Madagascar, il serait souhaitable de choisir une source d’énergie alternative. Un modele utilisant
I’énergie solaire a été propos¢ au Nigeria [OSA 18]. Dans I’optique de minimiser I’investissement,
nous proposerions dans cette étude la couvaison naturelle. En effet, afin d’encourager la
vulgarisation facile de cette technique, un modéle peu codteux en terme de technologie,
d’investissement et de mise en oeuvre Serait de choix. A Madagascar, le budget alloué a la
Recherche et a I’Enseignement Supeérieur représente seulement 2,83% des dépenses étatiques en
2022 [MIN 22]. En conséquence, trés peu d’investissement est effectué dans le pays dans les
améliorations technologiques. Pour préner la sécurité des consommateurs, il serait donc plus
appropri¢ de diffuser une méthode de contrdle d’innocuité des produits qui serait de tres bas prix.

3. Matériels et méthodes

3.1. Matériels et réactifs

Le désinfectant utilise pour le traitement des matériaux de couvaison était un antimicrobien
acheté sur le marché local, de marque Virunet de la Société Laprovet. La solution isotonique de
chlorure de sodium a été achetée en pharmacie, celle pour perfusion a été choisie. Le matériel de
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couvaison constitué de soubique en fibre vegétale a été acheté dans le marché local. Des herbes ont
été cueillies aux alentours et sechées puis traitees au désinfectant pour constituer la litiere. Toutes
les matieres premieres utilisées pour la confection de produits cosmétiques ont été achetées chez un
revendeur local de produits d’importation.

3.2. Préparation des oeufs

12 ceufs issus d’une fécondation naturelle ont été mis a couver par une poule de grande taille
comme le montre la figure 1. La poule est de race locale [RAZ 21]. Les ceufs ont été déposés a la
manicre de 1’¢élevage extensif traditionnel. La poule fournissait elle-méme la température, I’humidité
et la ventilation nécessaires pour 1’évolution de 1’embryon. Aucun dispositif de vérification de
température ni d’humidité n’a été utilisé. Au dixieme jour, avant de procéder a la mise en ceuvre du
test, la viabilité et le développement vasculaire de chaque ceuf ont été vérifiés par mirage avec une
lampe torche (figure 2).

Figure 2. Mirage des ceufs avec une lampe torche

3.3. Mise en ceuvre du test HET-CAM

Le protocole d’étude décrit par Ma MSC et al, 2020 [MAM 20] a été adopté avec quelques
modifications. Brievement, la trace de la poche d’air des ceufs de 10 jours a été marquée puis la
coquille a été entaillée délicatement a ce niveau. La membrane sous-jacente a eté ensuite humidifiée
avec de la solution isotonique de NaCl prealablement tiédie au bain marie. Aprés élimination de
cette solution, la membrane a été enlevée afin de découvrir la membrane chorioallantoidienne sous-
jacente. Les produits a tester ont été dissous préalablement a 37% vol/vol dans de la solution
isotonique de NaCl. Cette derniere a été utilisée comme produit appliqué sur les ceufs témoins. Le
temps d’application a été de 20 secondes, puis la membrane a été rincée avec de la solution de NaCl
a 0,9%. A ce moment le chronométre a été déclenché et le temps d’apparition de différents
symptomes a été releve. Les symptdomes observés ont été décrits selon les criteres stipulés dans
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I’annexe IV de ’arrété ministériel Francgais du 29 Novembre 1996 relatif au contr6le des produits
cosmétiques [ARR 96]. lls sont résumés dans le tableau 1 ci-apres

Phénomenes Description

Des capillaires non visibles avant I'ajout du produit deviennent
visibles, alors que les capillaires visibles se dilatent et
deviennent plus rouges. Ce phénoméne peut également affecter
les vaisseaux de diametre supérieur

Hyperémie

Libération de sang s'échappant des vaisseaux et/ou des
Hémorragie capillaires, pouvant se présenter sous différents aspects en
chou-fleur, en nappe, en voile diffus, en piqueté

2 sortes de phénomenes peuvent étre observeées :
Opacité : apparition sur tout ou en partie de la membrane, soit
d'un voile opalescent évoluant éventuellement vers une

Coagulation opacification, soit d'une opacification directe.
Thrombose : rupture du flux sanguin dans les vaisseaux se
traduisant par un aspect segmenté, alternance d'étranglements
et de zones turgescentes plus ou moins sombres.

Tableau 1. Description des phénoménes observés sur la membrane chorioallontoidienne

En fonction de leurs délais d’apparition, les symptomes observés ont aussi été évalués
numériquement selon le score avancé par Luepke et Kemper, 1986 [LUE 86]. La méthode de
détermination du score est résumee dans le tableau 2. L’expérience a été conduite en triplicat et la
valeur donnée en résultat est la moyenne des trois scores. Les critéres d’interprétation des scores
sont donnés dans le tableau 3.

Il est a noter que I’opérateur de laboratoire ne connait ni la nature des produits a tester ni leur
composition. Des codes de trois chiffres ont été attribués pour éviter toute déformation
d’interpréation des résultats.

3.4. Test d’irritabilité sur oreille de lapin

Le protocole décrit par Ahmad Khan et al, 2016 [AHM 16], pour le test d’irritation induit par des
produits phénoliques a été adopté avec quelques modifications. 0,3 g de chaque produit a été
directement appliqué pendant 20 s sur la partie interne de I'une des oreilles d’un lapin et les
phénomeénes d’irritation ont eté notés. La solution isotonique de NaCl a été utilisée pour le
traitement de 1’autre oreille comme témoin.
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Phénomene Temps Score

Hyperémie t inférieur ou égal a30s 5
t supérieur a 30 s et inférieur ou égal a 2min 3
t supérieur a 2 min et inférieur ou égal a 5min 1
Hémorragie t inférieur ou égala 30s 7
t supérieur a 30 s et inférieur ou égal a 2min 5
t supérieur a 2 min et inférieur ou égale a 5min 3
Coagulation tinférieur ou égala 30 s 9
t supérieur a 30 s et inférieur ou égal a 2min 7
t supérieur a 2 min et inférieur ou égal a 5min 5

Tableau 2. Méthode de notation en fonction du temps d’apparition des symptémes

Valeurs des scores N Classification

N inférieur a 1. Pratiquement non irritant

N supérieur ou égal a 1 et inférieur a 5. Faiblement irritant

N supérieur ou égal a 5 et inférieur a 9. Modérément irritant

N supérieur ou égal a 9. Irritant

Tableau 3. Critéres d'interprétation des scores

3.5. Préparation des produits a tester

Trois produits ont été confectionnés au laboratoire pour les tests. Le premier produit, codé 016 est
une créme a base de Kaolin, de cire émulsifiante et de glycérine. Pour le second produit, codé 853
un extrait de plante de la famille des Euphorbiacees a été incorporé au premier produit ainsi qu’un
conservateur a base d’acide benzoique. Il s’agit d’extrait hydroalcoolique de Jatropha curcas L.. Le
troisieme produit codé 002 était un colloide a base de polymére d’acide acrylique couramment
utilisé dans les produits cosmétiques avec le méme conservateur a base d’acide benzoique. Pour les
émulsions, I’huile de tournesol Helianthus annuus L. Asteracees a été utilisee comme phase
huileuse et de ’eau filtrée a été utilisée comme phase aqueuse. L’objectif dans la confection de ces
produits a été de confirmer I’irritabilité de I’extrait et aussi de voir 1’innocuité du polymere d’acide
acrylique tres utilisé comme ingrédient de plusieurs produits cosmétiques sur le marché local.

4. Résultats et interprétations
4.1. Résultats des tests sur les oeufs

Le tableau 4 montre les résultats des tests selon les différents produits.
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Code
produit

016

Phénomenes Duree Scores Total des
d’apparition scores
Hyperémie 01min 20s 3 3
Hémorragie Os
Coagulation Os
Hyperémie 01min 30s 3 3
Hémorragie 0s
Coagulation 0s 3
Hyperémie 00min 56s 3
Hémorragie Os
Coagulation 0s
Hyperémie 01min 40s 3 8
Hémorragie Os
Coagulation 03min 40s 5
Hyperémie 01min 00s 3 8
Hémorragie 0s
Coagulation 03min 20s 5
Hyperémie 02min 30s 1 6
Hémorragie Os
Coagulation 04min 00s 5
Hyperémie 00min 23s 5 15
Hémorragie 01min 30s 5
Coagulation 03min 00s 5
Hyperémie 00min 10s 5 19
Hémorragie 00min 30s 7
Coagulation 01min 31s 7
Hyperémie 00min 16s 5 17
Hémorragie 00min 45s 5
Coagulation 1min 40s 7
Tableau 4. Observation des résultats sur les membranes des oeufs
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Les moyennes des scores par produit ainsi que leur classification selon leur potentiel irritant sont
résumées dans le tableau 5.

Codes Produits Moyenne des scores Classifications

016 Faiblement irritant

853 7,33 Modérément irritant

002 17,00 Irritant

Tableau 5. Interprétation des résultats et classification des produits selon le test HET-CAM

Il a éte constaté que la créme a base de kaolin et de glycérine ne présente qu’un faible potentiel
irritant. Les extraits de Jatropha curcas sont des produits réputés toxiques pour la peau. Cette
toxicité a été attribuée aux esters de phorbols, mais une récente publication a révélé 1’existence
d’autres molécules de type acide hydroxyoctadecenoique [WAN 20]. Le kaolin a été utilisé depuis de
centaines d’années comme agent protecteur de la peau et pour contrer l’irritation [SAN 21]. La
glycérine est un agent humectant et également protecteur [BEC 19]. L’effet synergique de ces deux
produits démontre une certaine efficacité pour la protection contre I’irritation. La différence de score
entre les deux produits 853 et 016 est seulement de 4,33, I’effet des extraits d’Euphorbiacees est
rendu modéré. Par contre, le score du produit 002 est trés élevé. Il serait donc nécessaire de faire le
controle d’innocuité de tous les produits lancés sur le marché malgache contenant ce polymere
d’acide acrylique, notamment, les gels hydroalcooliques. Le taux d’incorporation de ce polymeére
n’a pas dépassé celui conseillé dans la fiche technique du produit. Dans cette méme fiche aucune
indication sur les possibilités d’effets négatifs et en particulier, les interactions avec d’autres
ingrédients, comme le conservateur n’a été mentionnée. C’est 1’une des raisons qui justifierait la
nécessité de I’utilisation de ce test par les confectionneurs de produits cosmétiques, surtout a
I’échelle artisanale et familiale.

4.2. Résultats des tests sur oreilles de lapin

Les comparaisons des phenoménes observés sur les oreilles témoins et les oreilles traitées sont
montrées dans le tableau 6. Seul le produit 002 a provoqué des réactions pour les lapins. Ce modele
utilisant les lapins n’est donc pas assez sensible, comparé au modele utilisant la membrane
chorioallontoidique de I’ceuf de poule. La plupart des laboratoires des Universités de Madagascar
utilisent ce modele de test sur oreilles de lapins ou sur oreilles de souris comme moyens de
vérification du pouvoir irritant des produits. Il est donc possible que plusieurs produits considérés
comme non irritants le seraient encore dans la réalité pour plusieurs sujets.

4.3. Discussions générales

Le test HET CAM s’avére plus sensible et plus précis. 1l est tres facile a mener et il s’adapte trés
bien au contexte malgache, ne nécessitant pas un grand investissement. Il serait donc bénéfique de
vulgariser ce test au niveau des opérateurs economiques oeuvrant dans la production de cosmétiques
naturels, une activité florissante & Madagascar. Nous avons demontré que la manipulation du test et
toutes les connaissances y afférentes sont totalement maitrisées au cours de ce transfert de
technologie. Ce test remplit des criteres de décision multiples qui sont requis dans le cadre d’un tel
transfert [ORJ 21] :

- critere de qualité : il démontre une plus haute précision que ’autre test déja pratiqué
couramment dans les laboratoires des Universités de Madagascar
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Codes Oreilles traitées Observations
Produits

016 Aucune réaction

Oreilles témoins

Aucune réaction

Aucune réaction

Aucune réaction

Erytheme

Erytheme avec escarre

Tableau 6. Résultats des tests sur oreille de lapin

- critére de co(t : codt tres faible, il est facilement réalisable avec des techniques d’élevage trés
courantes a Madagascar. Sa rapidité ne nécessite méme pas une grande dépense pour la nourriture
de la poule qui couve les ceufs, puisque la durée de la couvaison est au maximum de 10 jours.

- critére de complexité : technologie tres facile a acquérir, notre équipe a réalisé ce test sur une
veille bibliographique. Nous n’avions méme pas eu besoin de travailler avec un laboratoire
partenaire pour nous former dans 1’aspect scientifico-technique de sa mise en ceuvre.
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- critére d’efficacité : il est reconnu aussi dans d’autres pays en développement comme une
techniqgue simple mais assez sensible et facile a réaliser [MOU 20].

5. Conclusion

La faisabilité du test HET-CAM dans un contexte malgache a été confirmé en 1’appliquant dans
le contr6le de trois produits cosmétiques. Le premier était une creme a base de kaolin et de
glycérine. Ce produit a été comparée avec une autre creme ayant les mémes ingrédients de base,
mais a laquelle a été rajouté un extrait de plante réputée toxique pour la peau a cause des esters de
phorbol : le Jatropha curcas L. EUPHORBIACEES. La premiére creme a eu un score de 3,
faiblement irritant avec le test HET-CAM et la deuxiéme a eu un score de 7,33, modérement irritant.
Ce résultat a en méme temps démontré I’efficacité de 1’action synergique du kaolin et de la
glycérine pour la protection contre I’irritation cutanée. Le troisiéme produit était un gel colloidal a
base de polymeére d’acide acrylique avec un conservateur a base d’acide benzoique. Le test a montré
une forte irritabilité de ce gel avec un score de 17.

La mise en ccuvre du test HET-CAM dans le contexte de Madagascar est réussie, sans utilisation
de couveuse, mais en optant pour la couvaison naturelle. La désinfection du lieu de couvaison est
primordiale, ainsi que le maintien de I’hygi¢éne de 1’animalerie. Une poule de race locale a été
utilisée et la technique s’avére trés peu couteuse puisqu’il s’agit seulement d’une couvaison pendant
10 jours. La dépense en nourriture de la poule pendant ces jours est bien loin inférieure a la dépense
en ¢lectricité. Les mémes regles d’hygiene s’imposent pour le test sur oreille de lapin, et les
dépenses financieres pour I’alimentation sont comparables avec celle de la couvaison par une poule.
Par contre, les résultats ont évoqué que le test sur oreille de lapin est moins sensible et moins précis
que le test HET-CAM.

Ce transfert de technologie s’adapte donc parfaitement au contexte malgache, compte tenu des
contraintes techniques et financieres du pays. Il répond a un besoin réel de sécurité des
consommateurs au niveau du marché local. Il contribue également au développement économique
du pays, en offrant une possibilité¢ de réponse a I’une des exigences du marché¢ international ouvrant
la voie & une meilleure opportunité d’exportation de produits cosmétiques naturels.

Maintenant que la faisabilité de ce test a Madagascar est démontrée, il est préconisé de le
vulgariser au sein des petits producteurs familiaux et artisanaux. Un test d’irritation de tous les
produits mis sur le marché malgache contenant le polymére d’acide acrylique devrait étre effectué.
L’introduction de ce test dans les normes nationales sur la securité des produits cosmétiques serait
un des moyens de protéger les consommateurs locaux.
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