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COMMUNICATION

APPORTS ET LIMITES DES TECHNIQUES ALTERNATIVES
A LA CHIRURGIE EXPERIMENTALE
DU TRACTUS DIGESTIF DES HERBIVORES

INTEREST AND LIMITATIONS OF TECHNIQUES REPLACING
EXPERIMENTAL SURGERY ON THE DIGESTIVE TRACT OF HERBIVORES

Par Michel DOREAU
(Communication présentée le 23 octobre 2008)

— RESUME

L’étude de la digestion chez les herbivores fait souvent appel a des techniques chirurgicales consis-
tant a poser des canules sur différentes parties du tube digestif. Ces techniques ont permis des pro-
grés rapides et importants dans la connaissance et la quantification des processus digestifs. Les prin-
cipales méthodes ne faisant pas appel a la chirurgie sont décrites et leurs intéréts et leurs limites évalués:
différentes méthodes in sacco et in vitro (rumen artificiel), mesures chez des animaux abattus, rumi-
nocentése, analyses des féces ou de liquides biologiques, et approches par méta-analyse ou modé-
lisation. L'auteur conclut que ces méthodes alternatives peuvent remplacer seulement en partie les
techniques de chirurgie digestive.

Mots-clés: digestion, chirurgie, méthodes, ruminant, cheval.

— SUMMARY

The study of digestion in herbivores often requires the surgical setting of cannulas on different parts
of the digestive tract. These techniques helped to improve rapidly and substantially our knowledge
of the mechanisms and extent of the digestive processes. The main non-surgical techniques are described
and their interest and limitations are evaluated. These techniques include various in sacco and in vitro
(artificial rumen) methods, measurements in slaughtered animals, rumenocentesis, analyses of
faeces and biological fluids, and meta-analyses and modelling. The author concludes that these alter-
native techniques can replace only partially the use of digestive surgery.
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Les processus digestifs chez les animaux d’élevage ont intéressé
depuis longtemps les physiologistes et les zootechniciens. La
curiosité scientifique d’abord, la nécessité de rationaliser I'ali-
mentation des animaux en optimisant la digestion des aliments
ensuite, ont conduit les chercheurs a pratiquer des actes de chi-
rurgie digestive, en particulier la pose de canules permanentes.
Ces techniques sont a I'origine de I'amélioration considérable
de I'efficacité de la digestion a partir des connaissances acquises
sur les dégradations, les synthéses et I'absorption des nutriments.
Citons a titre d’exemple le développement d’un systéme d’éva-
luation des apports azotés, le systéme PDI — protéines digestibles
dans I'intestin — (INRA 1978); ce systéme a permis des éco-
nomies notables de protéines a I'échelle de I'éleveur et de la
nation. La santé animale a également largement bénéficié des
connaissances sur des pathologies comme I'acidose chez le rumi-
nant ou les coliques chez le cheval. Depuis prés de deux décen-
nies, d’autres finalités que I'efficacité alimentaire mobilisent les
chercheurs. Le consommateur réclame des produits sains, et les
phénomenes de détoxification dans le rumen prennent leur
importance. Il exige des produits de meilleure valeur nutri-
tionnelle et I'étude des conversions de nutriments dans le rumen,
en particulier pour les acides gras, permet de comprendre et de
prévoir la composition du lait et de la viande. Enfin, la préoc-
cupation actuelle pour la préservation de I'environnement et
les menaces liées au réchauffement climatique rendent d’ac-
tualité la connaissance des mécanismes de production de
méthane par I'écosystéme microbien du rumen. Face & ce
besoin de connaissances renouvelé, le citoyen exprime une
demande forte pour améliorer le bien-étre animal. Ceci induit
un questionnement sur les moyens de limiter les études chez des
animaux ayant subi un acte chirurgical, méme si les poses de
canules du tractus digestif telles qu’elles sont pratiquées actuel-
lement peuvent apparaitre comme moins traumatisantes que la
maladie ou méme que certaines pratiques d’élevage.

Cet article fait donc le point des méthodes substitutives per-
mettant de limiter le recours a la chirurgie digestive, et tente
d’en définir les intéréts et les limites.

EVOLUTION DES TECHNIQUES
CHIRURGICALES

La plus ancienne méthode utilisée chez les grands herbivores est
la fistule du rumen, pratiquée par Flourens (1833), puis par Colin
(1854). La pose d’une canule permanente est plus tardive, bien
que Colin rapporte que la canulation ait été pratiquée sur I'es-
tomac du Chien par Blondlot dés 1843. A notre connaissance,
Schalk et Amadon (1928) auraient les premiers obturé une fis-
tule du rumen avec une piéce de bois maintenue en place. Le
bois a fait place d’abord au métal, puis trés rapidement au plas-
tique. Au début, les mesures ont consisté a prélever du contenu
et a I'analyser. Apres une longue période d’utilisation modérée
de cette technique, les études sur animaux porteurs de canules
du rumen se sont diversifiées. Cette technique est maintenant
répandue dans le monde entier, du fait de sa simplicité de mise

en ceuvre, du tres faible risque d’infection puisque la paroi du
rumen est suturée a la peau, et de I'absence apparente de per-
turbations de I'animal qui peut la garder pendant de nombreuses
années (figure 1). La canulation du caecum et du cdlon est éga-
lement pratiquée sans risque chez le cheval : Alexander (1952)
a ainsi posé sur un méme cheval trois canules au niveau du
ceecum, du cdlon ventral et du cdlon dorsal.
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Figure 1 : Zébu pourvu d’une canule du rumen

La canulation du rumen nécessite une intervention chirurgicale simple, pratiquée
dans un grand nombre de pays. Ce zébu d’un centre de recherches du Burkina
Faso porte en outre un systeme d’enregistrement des activités masticatoires.
(cliché M. P. Vergeron).

Les utilisations d’animaux dont le rumen est canulé sont mul-
tiples; la plupart d’entre elles sont répertoriées dans I'ouvrage
de Jarrige et al. (1995). Outre I'emploi de la méthode in sacco
et le prélevement de contenu pour les méthodes in vitro,
décrites ci-dessous, la canulation permet I'infusion de marqueurs
indigestibles pour I'étude du transit ou des flux digestifs ou de
nutriments. Elle autorise des prélévements pour analyser les pro-
duits terminaux de la digestion, isoler ou quantifier les popu-
lations bactériennes et analyser leur composition. Il est possible
de connaitre le role des protozoaires dans leur ensemble ou d’une
espéce de protozoaire en les éliminant du rumen (défaunation),
et éventuellement en réinoculant une espéce spécifique (Jouany
et al. 1981). Les mesures peuvent étre multipliées et des
mesures en cinétique souvent pratiquées. Le rumen peut étre
totalement vidé, afin de peser ou d’échantillonner son contenu.
Vidé et lavé, il peut étre rempli d’'une solution dont on veut
mesurer la vitesse d’absorption: cette technique souvent utili-
sée pour les minéraux a été appliquée aux acides gras volatils
(Perrier et al. 1994) (figure 2). Des prélévements de papilles ou
des biopsies de I'épithélium ont également été pratiqués en pas-
sant par la canule. Enfin, il est possible de poser, aussi par cette
voie, une canule au niveau de I'orifice réticulo-omasal pour étu-
dier son réle (Bueno 1972) ou d’introduire, par cet orifice, un
cathéter aboutissant dans le feuillet.

La chirurgie intestinale a d’abord été destinée a I'accroissement
des connaissances. Les anses de Thiry-Vella, qui isolaient un
morceau d’intestin, ne sont plus utilisées et I'apport de cette
technique a été limité. A I'époque ou elle se pratiquait, les
méthodes d’analyse biochimique étaient peu évoluées, et dans
les ouvrages de physiologie d’il y a un demi-siécle comme celui
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Figure 2 : Technique du rumen vidé lavé : systeme d’infusion et
de prélévement de nutriments.
Technique de mesure de I’absorption par la paroi du rumen chez I’animal vigile.
Une fois le rumen vidé de son contenu et lavé, une canule souple est installée,
une solution contenant les nutriments dont on étudie I"absorption est introduite
dans le rumen. Un collecteur de salive placé dans I’cesophage permet d’éviter la
contamination par les sécrétions salivaires.
a et b: embout et corps du collecteur de salive ;
¢: manchon gonflable ;
d: tuyau d’aspiration de la salive ;
e tube pour gonfler le collecteur de salive ;
f: tuyau de prise d’air ;
g tuyau de bullage de CO, ;
h: tuyau d’infusion et de prélevement de liquide.
Le ballonnet pour obturer I'orifice réticulo-omasal n’est pas montré.
(cliché M. Doreau)

de Dukes (1955), on peut lire la composition des jus intestinaux
en eau, protéines, minéraux et autres substances, ce qui, de toute
évidence, faisait peu progresser la physiologie digestive.
Actuellement les techniques analytiques sont trés précises
mais la technique des anses isolées a été abandonnée, du fait
de sa faible représentativité des processus digestifs normaux.
Néanmoins, des techniques chirurgicales lourdes comme la per-
fusion d’'un rumen isolé ont permis de faire progresser les
connaissances sur I'absorption (Le Bars et al. 1958).

Les premiéres tentatives visant a quantifier la part respective des
préestomacs et des intestins dans la digestion des ruminants ont
consisté en fistules du duodénum proximal, placées avant le débou-
ché du canal de Wirsung et du canal cholédoque. Dougherty
(1955) a proposé un premier modele de canule simple chez le rumi-
nant. Le modéle de canule réentrante développé par Ash (1962)
chez le ruminant a été longtemps considéré comme une référence
en raison de la représentativité des prélévements réalisés, puis a
été totalement abandonné en raison des perturbations importantes
des fonctions digestives de I'animal. La pose de canule sur des com-
partiments tubulaires est couramment pratiquée, bien qu'étant d'un
emploi plus délicat que la pose de canule du rumen. Les risques
post-opératoires sont plus fréquents; I'arrachement de la canule
suivi de la fermeture de la fistule peut se produire, en particulier
lorsque I'animal est au paturage. Néanmoins, il a été possible d'as-
socier I'emploi de canules du rumen, du duodénum et de I'iléon
a la pose de cathéters permanents de I'aire splanchnique, afin de
mesurer simultanément la digestion des aliments et I'absorption
des nutriments (Noziére et al. 2005). En revanche, la pose de
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canules de I'iléon chez le cheval pour quantifier la part de la diges-
tion ante-ceecale est tres délicate. 1l en est de méme de la canule
de I'cesophage chez le ruminant destinée a déterminer les effets
de la mastication. (Cook et al. 1958).

UNE METHODE RADICALE MAIS
FRUCTUEUSE : L ABATTAGE DES ANIMAUX

L'un des moyens de limiter la chirurgie digestive est d’abattre I'ani-
mal non opéré. Des mesures chez les animaux abattus ont été réa-
lisées des la fin du 19¢ siecle. Ainsi, Muntz & Girard (1884) ont
décrit leur expérimentation en ces termes: «un cheval auquel
M. Pasteur avait inoculé le charbon a été mis en box et nourri
pendant 11 jours avec du son. Le 29 juin 1881, on I'a abattu d’'un
coup de massue». Ce malheureux cheval n'a fait I'objet que d’ob-
servations de portée trés limitée, méme pour I’époque. Puis, de
nombreux essais ont été menés chez des animaux anesthésiés et
sacrifiés apres les mesures. Des opérations irréversibles étaient par-
fois menées: Ash & Kay (1959) ont observé que la rumination
ne se produisait pas apres décérébration. Mais ce sont surtout des
mesures de motricité digestive qui ont été réalisées chez les ani-
maux anesthésiés, et de nombreux expérimentateurs ont large-
ment fait progresser les connaissances dans ce domaine (Simonnet
et al. 1952). Toutefois, la technique d’enregistrement de la
motricité digestive chez des animaux éveillés, grace a la pose préa-
lable d’électrodes a demeure sur tel ou tel segment du tractus diges-
tif, a permis de diminuer le nombre d’animaux expérimentaux
et d’éviter leur euthanasie (Ruckebusch 1973).

Pour sa part, Forbes (1968) a abattu, congelé et présenté en
coupes sériées macroscopiques, 22 brebis taries ou gravides, afin
de montrer que lorsqu’un feetus occupait la cavité abdominale,
le volume du rumen était réduit. Les abattages ont ensuite été
utilisés de maniére plus efficace. En premier lieu, ils ont servi
a des fins de quantification de la digestion, mais cela a peu
contribué a I'avancement des connaissances. En effet, les
mesures pratiquées chez les animaux abattus fournissent un état

Paroi digestive
- Poids et dimensions des éléments du tractus
- Histologie
- Capacité d’absorption du tissu isolé (chambres de Ussing)
- Prélevements pour cultures cellulaires
Contenu digestif

- Poids de contenus digestifs

- Produits terminaux de la digestion présents dans le rumen ou le gros
intestin (évaluation)

- Granulométrie des contenus, séparation de fractions physiques

- Ecosystéme microbien, incluant I'identification par techniques de
biologie moléculaire

Tableau 1: Principaux acquis obtenus grace a I’abattage des animaux.
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instantané, mais ni un flux ni une dynamique de dégradation
ou de synthése. Pour pallier cet inconvénient, les expérimen-
tateurs ont souvent programmé les abattages a des heures
variables apreés le dernier repas. Mais les abattages se prétent a
bien d’autres mesures relatives a la sphere digestive. Le tableau 1
récapitule les principaux paramétres mesurés pour lesquels les
abattages peuvent fournir un accroissement significatif des
connaissances. Contrairement a une idée prévalente, les
mesures chez les animaux abattus peuvent faire appel a des tech-
niques sophistiquées: mesures d’absorption de nutriments, de
minéraux ou de xénobiotiques sur tissus isolés, détermination
de la composition de I'écosystéme microbien par des techniques
d’empreinte ou de PCR quantitative... La principale contrainte
est de réaliser les mesures tres rapidement aprés abattage, ce qui,
dans la pratique, est plus aisé pour les petits ruminants que pour
les gros herbivores. En outre, pour des raisons de codt, les abat-
tages expérimentaux sont généralement pratiqués chez les
petits ruminants ou chez les animaux normalement destinés a
I'abattage, en croissance ou a I'engraissement, ou de réforme.

UNE TECHNIQUE IN VIVO A HAUT DEBIT:
LA METHODE IN SACCO

C’est une trés ancienne technique aussi appelée in situ. Elle
consiste & suivre le devenir d’un aliment dans le tube digestif,
rumen ou intestin, en I'emprisonnant dans un sachet. Les pré-
curseurs, Réaumur en 1752, cité par Spallanzani (1783) et sur-
tout Spallanzani lui-méme, ont introduit de I'’herbe dans un tube
métallique ingéré par un ruminant. Mais le véritable ancétre de
cette méthode, qu’on pouvait alors qualifier de «in cochleo», a
été Colin (1854) qui a fait ingérer des escargots dans leur
coquille & des chevaux, afin de montrer I'absence de digestion de
la viande crue tout en évaluant la durée du transit alimentaire.
Dans la premiére moitié du siecle dernier, des sachets de jute rem-
plis de fourrages ont été introduits dans le rumen par une canule.
Des fils de coton ont ensuite été introduits dans le rumen afin
de mesurer la dégradation de la cellulose. La méthode actuelle
consiste a remplir d’aliment des sachets de dacron dont la maille
est calibrée et a les suspendre dans le rumen ou ils séjournent pen-
dant un temps déterminé. Deux types d’utilisations sont réalisées:
la premiére consiste a comparer I'activité de dégradation d’un ali-
ment standard par des animaux qui ont regu différents régimes
et dont I'activité microbienne du rumen est donc variable; la
seconde, plus largement répandue, consiste a comparer différents
aliments avec un contenu de rumen «standard», I'animal ayant
recu une ration déterminée. Les résultats sont dépendants des
conditions de mesure: mode de présentation et granulométrie de
I"'aliment introduit dans le sachet, taille de la maille laissant passer
ou non les gros protozoaires... (Michalet-Doreau & Noziere,
1999). Les principaux biais sont liés & un microclimat microbien
dans le sachet, aux pertes de petites particules et de constituants
solubles. Néanmoins, lorsque la méthode standardisée est mise
en ceuvre, il existe une excellente corrélation entre la dégrada-
tion des aliments mesurée in sacco et celle mesurée in vivo. Orskov
& McDonald (1979) ont les premiers proposé un modele simple

de la cinétique de disparition du substrat, avec une fraction soluble
ou rapidement dégradable, une fraction lentement dégradable et
une vitesse de dégradation constante de cette derniére fraction.
Une «dégradabilité théorique » des aliments peut également étre
calculée en prenant en compte le temps de séjour estimé du sub-
strat dans le rumen. Ces modéles ont permis de réduire une ciné-
tique complete a quelques valeurs synthétiques simples et de com-
parer des résultats obtenus dans des laboratoires différents.

Une fois standardisée, la méthode in sacco a permis de déter-
miner la dégradation ruminale de la matiére séche, des parois,
des protéines, de I'amidon de trés nombreux aliments, et ainsi
de contribuer a améliorer les tables de valeur des aliments dans
de nombreux systémes d’alimentation, ainsi que des modeles de
dégradation. La grande force de cette technique réside dans sa
rapidité et sa facilité d’utilisation. Son principal inconvénient
est qu’elle se limite a la connaissance de la dégradation mais ne
fournit aucune information sur les constituants formés. Elle peut
par ailleurs conduire a des biais parfois importants dans le cas
de certaines matiéres premiéres pour lesquelles le broyage
accélere fortement les processus de dégradation, comme les pro-
téagineux. Un essai récent mené dans notre laboratoire avec
des moutons porteurs de canules du duodénum a permis de mon-
trer que les flux de protéines alimentaires parvenant au duo-
dénum étaient comparables pour du lupin grossierement aplati
et du tourteau de soja, alors que la méthode in sacco surestimait
tres fortement la dégradation du lupin. La technique in sacco
est par ailleurs inadaptée a certaines études comme celle de I'hy-
drogénation des acides gras dans le rumen (Fievez et al. 2007).

La méthode in sacco est également utilisée chez le ruminant pour
quantifier la digestion enzymatique dans I'intestin gréle. Dans
ce cas, il s'agit de sachets mobiles introduits au début de I'in-
testin gréle et récupérés a son extrémité. Une canule du duo-
dénum est nécessaire pour I'introduction des sachets; ceux-ci
sont idéalement récupérés par une canule de I'iléon terminal,
plus souvent dans les feces. 1l est nécessaire que les substrats
introduits dans le duodénum aient été au préalable placés
dans le rumen pendant le temps de séjour moyen dans ce com-
partiment, puis que les résidus aient été traités par la pepsine
pour simuler le passage dans la caillette (Yang & Poncet,
1988). Cette méthode nécessite des animaux porteurs de plu-
sieurs canules, mais permet de réaliser un nombre important de
mesures en peu de temps. Elle est utilisée pour prédire la
digestibilité intestinale des protéines dans différents systemes
d’alimentation. Depuis peu, elle a été utilisée chez le Cheval
pour quantifier la digestibilité ante-caecale, avec un petit biais
toutefois dans la mesure ou les sachets sont récupérés par une
canule caecale, car la canulation de I'iléon est trés délicate chez
le Cheval (De Fombelle et al. 2004).

LES METHODES IN VITRO:
LE « RUMEN ARTIFICIEL »

Curieusement, les techniques in vitro sont assez récentes.
Pigden & Bell (1955) ont probablement réalisé les premiers
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essais planifiés chez le ruminant et ont triomphalement baptisé
leur systeme de fermentation «rumen artificiel». Les pre-
mieres mesures étaient trés simples et se faisaient en tube a essai:
du liquide du rumen était mélangé a un tampon pour stabili-
ser le pH et & un ou plusieurs substrats ; une mesure des consti-
tuants disparus ou apparus était réalisée a I'issue d’une incuba-
tion a la température du rumen et avec agitation. Cette
méthode a un emploi trés large, en particulier lorsqu’elle est uti-
lisée de maniére systématique pour comparer la digestion de dif-
férents aliments. Elle permet la comparaison trés rapide d'un
nombre trés important d’échantillons, en particulier pour
mesurer la dégradation des glucides ou des protéines (Aufrere
& Michalet-Doreau, 1988) ou pour évaluer I'intensité globale
de fermentation par le simple volume de gaz recueillis: «gaz
test». Progressivement, cette méthode s’est muée en simulation
du fonctionnement du rumen: le véritable « rumen artificiel »,
terme dont la connotation moderne ne faisait pas oublier son
caractére imparfait. Les principaux perfectionnements ont
concerné I'incorporation d’une source d’azote et de minéraux,
la réalisation de I'anaérobiose, I'amélioration du tampon. De trés
nombreuses variantes existent de ces fermenteurs dits «batch »:
volume de la fermentation, temps d’incubation variant le plus
souvent entre cing et 24 h... La difficulté d’harmonisation des
techniques rend difficiles la comparaison entre expérimenta-
tions. Parfois, I'objectif n’est pas de se substituer a un essai in
vivo, mais d’apporter des informations complémentaires simul-
tanément a un essai in vivo. Ainsi la vitesse de dégradation d’ami-
don et de sucres a été suivie in vitro, alors qu’un essai in vivo,
conduit en paralléle, ne permettait pas la réalisation de ces
mesures (Doreau et al. 1993). Ces méthodes in vitro ont permis
un progres rapide des connaissances. Elles sont particulierement
adaptées a I'étude simultanée de plusieurs facteurs de variation,
au criblage de nombreux aliments, traitements, additifs. Le risque
majeur lié aux expérimentations in vitro par des chercheurs ne
pratiquant pas de mesures in vivo est I'interprétation erronée des
résultats, car ils obtiennent des variations significatives qui ne
se retrouvent pas in vivo, pour deux raisons:

i) le nombre de mesures dans un méme essai est plus important
in vitro qu'in vivo et la signification statistique est plus facile
a obtenir, et,

ii) les fermenteurs in vitro ne reproduisent le rumen que de
maniére simplifiée. L'étude de I'effet de I'incorporation de
niacine dans la ration sur la synthése de protéines micro-
biennes en constitue un exemple: I'effet positif que nous
avions observé in vitro n'a pas été confirmé in vivo (Ottou &
Doreau, 1996). La raison pourrait étre que la source azotée
apportée in vitro était essentiellement non protéique, alors
qu’in vivo, la présence de tryptophane, précurseur de niacine,
peut conduire a une syntheése de niacine ne nécessitant donc
pas son utilisation en tant que supplément alimentaire.

Mais la principale critique des méthodes in vitro est le principe
du fermenteur clos, trés éloigné du rumen qui est régulierement
alimenté et vidangé. Pour cela, deux perfectionnements diffé-
rents ont été apportés. Presque simultanément, Czerkawski &
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Breckenridge (1977) ont mis au point le « Rusitec», fermen-
teur a alimentation semi-continue, devenu trés populaire en
Europe et Hoover et al. (1976) ont imaginé un fermenteur a
double effluent, séparant la vidange des phases solides et
liquides, utilisé d’abord aux Etats-Unis (figure 3). Ces remar-
quables améliorations ont permis de prendre en compte les phé-
nomenes de transit et de mieux respecter I'intégrité des popu-
lations microbiennes. Actuellement, le « Rusitec» est moins
utilisé que le fermenteur & double effluent. Cette technique
permet de simuler les effets de variations du pH ou du temps
de séjour des liquides et des particules. La principale critique
de ce systeme réside dans sa complexité et sa lourdeur. Un essai
en fermenteur a double effluent permet de comparer un nombre
limité de traitements expérimentaux et nécessite un investis-
sement en temps important. En outre, il ne semble pas exister
d’étude comparative entre les résultats issus de flux duodénaux
in vivo et de fermenteurs a double effluent.

Figure 3: Fermenteur a double effluent.

Ce systéme sophistiqué est actuellement celui qui reproduit le mieux les proces-
sus digestifs dans le rumen. 1l comprend des cuves de fermentation, des débit-
metres et leurs régulateurs permettant d’assurer un débit déterminé de I’entrée
d’une solution comprenant en particulier tampon et minéraux, et de la sortie sépa-
rée de ses phases liquide et solide, d’ou le nom de «double effluent», et des sondes
mesurant le pH et le potentiel rédox, le tout étant piloté par ordinateur. Le fer-
menteur est alimenté deux fois par jour avec la ration a étudier, préalablement
broyée. (cliché J. P. Jouany)
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LA RUMINOCENTESE,
METHODE MOINS INVASIVE?

La ruminocentése ou trocardage du rumen, largement pratiquée
en cas de météorisation, est trés peu employée en recherche.
Pourtant, un prélévement de 50 ml de liquide peut permettre
de mesurer le pH, les acides gras volatils, 'ammoniac, et méme
d’analyser la population de protozoaires et de bactéries de la
phase liquide du rumen, donc de nombreux parameétres d’état
de ce compartiment. Le principal inconvénient est la difficulté
de prélever toujours au méme endroit; or si le pH et la com-
position des acides gras volatils varient peu selon le site de pré-
levement, il n’en est pas de méme pour la concentration des
acides gras volatils. Il a été aussi observé que la mesure du pH
par ruminocenteése fournissait des résultats similaires a ceux obte-
nus chez les animaux porteurs d’une canule, ce qui n’était pas
le cas lors de I'utilisation d’une sonde cesophagienne (Kleen et
al. 2004). Quant a la population bactérienne de la phase
liquide, elle n’est pas représentative de la population totale. Mais
I'avantage est de pouvoir effectuer des mesures répétées chez un
nombre élevé d’animaux ou chez des animaux a différents stades
de croissance, une canule du rumen posée dans le jeune age
n’étant plus adaptée lorsque I'animal est beaucoup plus lourd.
Cette technique a ainsi permis récemment de mettre en évi-
dence des perturbations des fermentations ruminales lors d'un
essai d'alimentation (Doreau et al. 2001). Kleen et al. (2004)
préconisent la ruminocentése pour diagnostiquer I'acidose
chez les bovins des €élevages. Ils contestent les critiques, for-
mulées par d’autres expérimentateurs, relatives au risque patho-
logique et a l'altération de la paroi ruminale, qui sont trés
minimes dans leurs expérimentations. 1l est probable que cette
différence d’appréciation provient du soin apporté a la réalisation
de la ruminocentése: taille de I'aiguille, asepsie. Bien qu’il n’y
ait pas eu a notre connaissance d'évaluation de I'effet d’une rumi-
nocentese sur le bien-étre animal, I'observation du geste
montre une absence de réaction apparente de la part de I'ani-
mal, méme lorsqu'’il n'a pas été pratiqué d’insensibilisation locale.
Un récent essai mené avec des vaches laitieres (V. Deiss et M. M.
Mialon, comm. pers.) montre que la ruminocentese, avec ou sans
anesthésie locale préalable, ne modifie pas I'ingestion et la pro-
duction laitiere, le rythme cardiaque et la teneur en cortisol cir-
culant. 1l n’en est probablement pas de méme de I'intubation
cesophagienne, qui provoque une réaction de défense de I'ani-
mal.

PEUT-ON SE PASSER DES METHODES
INVASIVES POUR ETUDIER LES PROCESSUS
DIGESTIFS CHEZ LANIMAL VIVANT ?

L'une des premiéres tentatives pour éviter I'emploi de la chi-
rurgie dans les études des processus digestifs est a mettre a I'ac-
tif d’Alexander & Benzie (1951) qui ont réalisé des mesures du
transit alimentaire par radiologie. Cette technique a été peu
employée, mais les nouvelles techniques d’imagerie fonction-

nelle pourraient redonner un regain d’intérét a I'examen ex vivo,
a l'instar de ce qu'a réalisé Malbert chez le Porc (cf pp.
441-448).

Les mesures dans les feces, qui fournissent des données globales
sur la digestibilité des rations, ont été utilisées depuis longtemps
pour étudier le transit des digesta grace a des marqueurs (Fish,
1923). La séparation des différents segments du tube digestif des
ruminants en compartiments de mélange (rumen, gros intes-
tin...) et en compartiments tubulaires (intestin gréle...) et la
modélisation de leur vidange a permis d’exploiter les données
d’excrétion de marqueurs indigestibles dans les feces, pour esti-
mer les temps de séjour des particules alimentaires dans les dif-
férents compartiments. Le premier modele élaboré a été établi
par Grovum & Williams (1973) qui ont considéreé la cinétique
d’excrétion d’un marqueur comme la somme de deux expo-
nentielles plus un temps de latence, en déduisant le temps de
séjour dans les deux principaux compartiments de mélange et
le temps de passage dans I'ensemble des compartiments tubu-
laires. Dans la décennie suivante, de nombreux auteurs ont per-
fectionné cette méthode, pour un faible supplément de préci-
sion. Sa principale limite réside dans son caractere global, alors
que I'avancée des connaissances en physiologie digestive ren-
drait nécessaire de distinguer le temps de séjour les liquides, des
microbes et des particules de tailles diverses. Mais elle reste trés
intéressante dans les expérimentations ou seule une évaluation
globale du temps de séjour est nécessaire.

Parmi les différents produits terminaux de la digestion dans le
rumen, seuls les gaz éructés peuvent étre mesurés par des

Figure 4 : Mesure de I’émission de méthane au paturage par la
méthode du gaz traceur.

Un gaz inerte (SFg) est introduit dans une capsule 8 membrane perméable, elle-
méme introduite par voie orale dans le rumen avant le début des mesures. La
vitesse de diffusion du gaz est constante. On remarque sur le cliché le capteur
1 permettant de recueillir un échantillon représentatif des gaz émis par éructa-
tion et au niveau du garrot, une hoite de collecte des gaz 2 dans laquelle on a
préalablement fait le vide. La quantité de méthane produite dans le rumen est
calculée a partir de la vitesse de diffusion du SFg et des concentrations en méthane
et en SFq dans les gaz recueillis dans la boite. (cliché C. Martin)
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méthodes non invasives. Jusqu’a la fin des années 1990, la calo-
rimétrie en chambres respiratoires était utilisée. Cette technique
lourde et contraignante pour I'animal est désormais supplantée
par une méthode utilisant un marqueur, I'hexafluorure de
soufre (SFg) (Johnson et al. 1994). Un «bolus» de petite taille
contenant ce gaz diffusant a une vitesse préalablement mesu-
rée est introduit par voie orale dans le rumen. Les gaz éructés
sont recueillis par un capteur situé pres de la bouche de I'ani-
mal, et la mesure des concentrations de méthane et de SF¢ dans
I’échantillon recueilli permet de déterminer la production de
méthane. Cette technique, utilisable chez I'animal au paturage
(figure 4), a permis des avancées rapides dans la connaissance
des facteurs de variation des émissions de méthane, sujet dont
I'intérét est relancé par sa contribution a I'effet de serre (Martin
etal., 2006).

Des prélevements dans différents liquides biologiques per-
mettent d’évaluer des parameétres du métabolisme ruminal.
Auinsi, les dérivés des bases puriques dans I'urine sont un bon
estimateur de la synthése ruminale de protéines microbiennes,
dont une mesure directe consiste & déterminer d’abord le flux
duodénal de protéines avec des marqueurs de flux, puis la part
de microbes dans les protéines avec des marqueurs des protéines
microbiennes, parmi lesquels les bases puriques et pyrimidiques.
L'étalonnage de cette méthode a été réalisé avec un certain
nombre de rations (Chen & Gomes, 1992) et la mesure dans
I'urine ne peut, par conséquent, étre réalisée que pour des
rations classiques ayant servi a I'étalonnage. 1l est permis de
penser que cette méthode indirecte peut étre plus précise que
la méthode directe, les mesures de flux avec marqueurs étant
entachées d’une forte imprécision : elles nécessitent en effet un
ou deux marqueurs du flux digestif et un marqueur des
microbes.

A l'avenir, les outils de la métabolomique (empreintes méta-
boliques) permettront une cartographie précise des processus
digestifs a partir de prélevements sur I'urine, le sang ou le lait
en particulier. Les études sur les relations entre digestion et com-
position du lait sont les plus avancées en raison de la facilité
de prélévement de ce dernier. Les acides gras a chaine impaire
et ramifiée en particulier, parce qu’ils sont des indicateurs de
bactéries du rumen, permettent de prédire la composition des
acides gras volatils (Vlaeminck et al. 2006). Mais la validité des
modéles proposés n’est pas encore généralisable & toutes les situa-
tions nutritionnelles. Le métabolisme des lipides dans le rumen,
pour sa part, pourrait étre en partie prédit a partir de préleve-
ments sanguins; mais cela est possible seulement pour certaines
catégories d’acides gras en raison des modalités de transport des
lipides dans I'organisme (Doreau et al. 2008).

L’APPROCHE IN SILICO: META-ANALYSES ET
MODELISATION
Deux techniques principales sont en développement dans les

laboratoires de recherche: la méta-analyse par modélisation
empirique et la modélisation mécaniste. La premiére est un per-
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fectionnement de ce qui était appelé «hibliographie quantita-
tive». Elle part de bases de données bibliographiques qu’elle
exploite par un traitement statistique. Une excellente synthése
des techniques statistiques de méta-analyse en alimentation ani-
male a été récemment publiée (Sauvant et al. 2005).
Curieusement, la méta-analyse est d’usage récent en expéri-
mentation animale, alors qu’elle est répandue depuis de nom-
breuses années en médecine. Dans ce cas, elle répondait a un
double besoin lié d’une part, a I'éparpillement des résultats de
recherches entre de multiples établissements hospitaliers et
d’autre part, a I'impérieuse nécessité d’une analyse exhaustive
de I'efficacité d’un traitement.

Certaines limites des méta-analyses sont d’ordre méthodolo-
gique; elles concernent en particulier le poids relatif des diffé-
rentes expérimentations. Des techniques de pondération exis-
tent, pour tenir compte du nombre d’animaux utilisés ou de la
variabilité e données de base. Mais le poids d'un essai tient aussi
a la maitrise de la méthodologie employée, et cela est diffici-
lement quantifiable. Dans le cas de la détermination, lourde et
complexe, des flux de matiere séche transitant dans le duodé-
num, I'expérimentateur a pu utiliser un ou deux marqueurs, faire
de six a 24 prélevements de contenu pour obtenir un échan-
tillon homogene, analyser les marqueurs par des techniques plus
ou moins adaptées. Ces aspects ont été analysés dans un article
tres pertinent (Titgemeyer 1997). Par ailleurs, certains processus
digestifs ne peuvent faire I'objet de méta-analyses en raison d’un
nombre insuffisant de données disponibles ou de leur plage de
variation trop limitée.

Pour sa part, la modélisation mécaniste a considérablement
évolué. De déterministe, elle est devenue stochastique ; d’abord
prédictive, elle a évolué en outil de recherche. Son intérét est
clairement montré dans I'article de Van Milgen chez le porc (cf
pp. 435-440). Chez le ruminant, la modélisation prédictive a
partir de résultats obtenus chez des animaux porteurs de canule
a été a I'origine des systémes d’alimentation francais, dont le
systéme PDI d’évaluation des besoins et apports azotés est peut-
étre le plus abouti (INRA 1978). La modélisation mécaniste par
compartiments de I'ensemble des processus digestifs dans le
rumen a été développée en France par Sauvant, précurseur en
ce domaine (Lescoat & Sauvant, 1995). Par rapport a une
démarche «historique » dans laquelle la modélisation était dis-
sociée de I'expérimentation, les échanges entre les deux
approches sont de plus en plus fréquents. La création d’'un
modéle d’abord simple permet de déterminer les points faibles
et donc de cibler les processus nécessitant des expérimentations
complémentaires. Cela conduit a éviter des expérimentations
dont I'apport serait marginal. La modélisation permet de limi-
ter le recours a la chirurgie dans la mesure ou elle évite des expé-
rimentations dont I'impact sur I'accroissement des connaissances
en physiologie digestive est réduit, et autorise des expérimen-
tations «virtuelles» dans des conditions incompatibles avec I'ex-
périmentation sur animaux.
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CONCLUSION

Il existe de nombreuses techniques permettant de limiter le
recours & la chirurgie digestive. Certaines d’entre elles, comme
la technique in sacco et le fermenteur in vitro dit «rumen arti-
ficiel », permettent une analyse rapide des phénomenes diges-
tifs, mais elles requiérent I'utilisation de canules du rumen ou,
pour le Cheval, du ceecum ou du c6lon. Le nombre d’animaux
nécessaires est toutefois limité. La pose de canules du duodé-
num ou de la caillette et de I'iléon est la seule méthode per-
mettant de quantifier de maniere fiable le lieu et I'importance
de la digestion dans le rumen, I'intestin gréle et le gros intes-
tin. Les mesures sur animaux abattus, lorsqu’elles sont possibles,
permettent de faire notablement progresser les connaissances
sur la digestion, mais toute étude de phénomenes dynamiques
est impossible. L'utilisation de méthodes non invasives sur ani-

maux vivants a été jusqu'a présent insuffisamment exploitée,
et son développement est nécessaire. Elle ne répondra toute-
fois pas a I'ensemble des questions posées. Enfin, les approches
in silico permettent de cibler les expérimentations les plus per-
tinentes et donc de réduire I'utilisation d’animaux canulés. Il
est donc possible de recourir a des méthodes alternatives a la
chirurgie digestive ou de limiter leur usage, bien que la canu-
lation soit la seule méthode disponible pour une connaissance
exhaustive du fonctionnement digestif. Afin d’optimiser I'uti-
lisation d’animaux canulés, il serait souhaitable qu’ils servent
a plusieurs expérimentations successives, ce qui n’est pas admis
dans tous les pays et nécessite alors de multiplier les poses de
canules sur des animaux différents. Les chercheurs se doivent
également de développer des collaborations permettant a plu-
sieurs équipes aux compétences complémentaires d’effectuer des
préléevements et mesures sur les mémes animaux.
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