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Liste des abréviations

Francais

ADN Acide DésoxyriboNucléique

AH(s) Anthelminthique(s)

AMM Autorisation de Mise sur le Marché
AOP Appelation d’Origine Protégée

C Catéchine

Da Dalton

EC Epicatéchine

EGC Epigallocatéchine

g Gramme

GC Gallocatéchine

Gl(s) Gastro-Intestinal(aux)

ha Hectare

kg kilogramme
L1;2;3;4(s)Larve(s)destade1;2;3;4
ml millilitre

MS Matiére Séche

NGI(s) Nématode(s) Gastro-Intestinal(aux)
OPG Eufs Par Gramme de féces

PC(s) Pro-Cyanidine(s)

PD(s) Pro-Delphinidine(s)

PDIA Protéines Digestibles dans I'Intestin
provenant des protéines Alimentaires non
dégradées dans le rumen réseau

PEG PolyEthyléne Glycol

pH Potentiel Hydrogene

PM Poids Moléculaire

PVPP PolyVinyl PolyPyrrolidone

RMN Résonance Magnétique Nucléaire
SGI(s) Strongle(s) Gastro-Intestinal(aux)
SPIR Spectroscopie Proche Infra-Rouge
TCs Tanins Condensés

THs Tanins Hydrolysables

Anglais

AH(s) Anthelmintic(s)

ALF Alfalfa

ANOVA Analysis of variance
BSA Bovine Serum Albumin
BW Body Weight

CT Condensed Tannins

DM Dried Matter

EC Effective Concentration
FC Folin-Ciocalteu

FEC Fecal Egg Counts

GIN(s) Gastrolntestinal Nematodes

HPLC High Performance Liquid Chromatography

LEIA Larval Exsheathment Inhibition Assay
NIRS Near InfraRed Spectroscopy

NP Non-Parasitized

P Parasitized

PCA Principal Component Analysis

PCV Packed Cell Volume

PDO Protected Designation of Origin

PLS Partial Least Squares

PSM Plant Secondary Metabolites

PVPP PolyVinyl PolyPyrrolidone

RD Radial Diffusion

RMSECV Root Mean Square Error of Cross
Validation

RPD Residual Prediction Deviation

SD Standard Deviation

SF Sainfoin
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Résumé

« Le sainfoin déhysdraté un modele de nutricament dans la lutte contre les
nématodes parasites des petits ruminants »

Les nématodes gastro-intestinaux (NGIs) sont une contrainte majeure en élevage des
ruminants au paturage. La méthode de Ilutte usuelle est ['utilisation de traitements
anthelminthiques (AH) de synthése. Cependant, la diffusion croissante de résistances aux AHs
dans les populations de NGIs chez les petits ruminants impose de rechercher des méthodes
alternatives de maitrise. L’exploitation de plantes contenant des métabolites secondaires est une
de ces options. Le sainfoin (Onobrychis viciifolia), une Légumineuse riche en tanins condensés
(TCs), est un modele pour explorer le concept d’alicament = fourrage associant valeurs
nutritionnelles et propriétés sanitaires (propriétés anthelminthiques dans le cadre de cette these).

Récemment, une filiere de production de granulés déshydratés de sainfoin (GDS) s’est construite.

L'objectif général de cette thése a été de fournir les informations scientifiques pour
favoriser l'utilisation de GDS en élevage de petits ruminants. Il s’est décliné en 3 axes de
recherche :

Le premier axe visait a valider des méthodes simples de dosage des tanins et d’analyse de
I'activité biologique du sainfoin, pour caractériser les ressources avant usage, en se fondant sur
des mesures biochimiques (méthode colorimétrique de Folin-Ciocalteu) et de complexation aux
protéines = méthode de diffusion radiale et d’activité AH = méthode du dégainement larvaire
imitant le processus d’infestation in vivo), ainsi que sur la possible utilisation de la spectroscopie
en milieu infra-rouge proche (SPIR) dans I'analyse rapide et automatisée de la teneur en tanin.

Les corrélations entre les diverses mesures confirment que les tanins (TCs dans le sainfoin) sont
responsables de I'activité AH et mettent en avant l'intérét de la spectroscopie en milieu infra-

rouge proche pour caractériser les différentes sources de sainfoin (GDS et fourrages).

Le second axe visait a mieux définir, sur la base d’études en conditions expérimentales contrdlées,
les conditions optimales d’utilisation des GDS en élevage. Une premiére série d’études a cherché a
explorer 1) les effets AHs en fonction de la concentration en TCs de la ration et de la durée de
distribution, contre divers stades (L3, vers adultes) d’espéces abomasales ou intestinales et 2)

I'intérét d’associer le sainfoin avec un AH de synthése.
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Les résultats montrent 1) qu’un seuil minimum de TCs dans la ration doit étre atteint (entre 1.5 et
2% de la matiere séche totale ingérée) et une période minimum de 15 jours de distribution est
nécessaire pour altérer la biologie des nématodes (notamment la fertilité des vers femelles de
Trichostrongylus colubriformis et le nombre d’Haemonchus contortus) et 2) qu’une utilisation du
sainfoin dissociée d’'un AH de synthése (ivermectine par voie orale) est préférable en raison

d’interactions négatives.

Le dernier axe a visé a comparer la capacité d’ovins ou de caprins a moduler leur comportement
alimentaire vis-a-vis de GDS en fonction de leur état parasitaire (capacité d'automédication).
L'objectif était de vérifier les hypothéses suivantes : compte-tenu de leur plus grande propension
a consommer des tanins, les caprins consommeraient plus de sainfoin que les ovins ; les animaux
fortement parasités exprimeraient une préférence pour le sainfoin, par rapport a une autre
Légumineuse sans tanins, particulierement les chévres en raison de leur moindre résistance
envers les parasites, et que celle-ci augmenterait au cours du temps.

Les résultats de cet essai ont montré, dans un test de cafétéria, 1) que les chevres préféraient le
sainfoin et 2) une augmentation de la consommation de sainfoin au cours du temps chez les
agnelles parasitées, sans toutefois devenir supérieure a celle des animaux sains. En revanche,
aucune différence entre les animaux n’a été remarquée en terme de motivation pour obtenir le

sainfoin (lorsqu’il était disponible en quantité limitée) dans un test de conditionnement opérant.
Ces résultats montrent l'intérét de l'utilisation de granulés de sainfoin en élevage, afin de

compléter les AHs de synthése et tenter de limiter le développement des résistances a ces

molécules chez les NGls.
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Abstract

“ Dehydrated sainfoin : a model of nutraceutical for the control of parasitic
infections of small ruminants ”

Gastrointestinal nematodes (GINs) represent a major threat for grazing ruminants. The
usual mode of control of these parasites mainly relied on the use of synthetic anthelmintics (AHs).
However, the repeated use of these molecules has led to resistance against all AH drugs in worm
populations of small ruminants. Alternative solutions are needed. Among those, the use of plants
that contain plant secondary metabolites, such as condensed tannins (CTs), has been studied for
the last 20 years. These CT-containing resources, such as sainfoin (Onobrychis viciifolia) have AH
properties and beneficial effects on health and also interesting nutritional values; hence they
correspond to the definition of nutraceuticals. Recently, in France, an organization has developed

to produce dehydrated pellets of sainfoin.
The general aim of this thesis was to optimize the use of sainfoin pellets in farm conditions.

Our first objective was to characterize the CT content and AH properties of sainfoin pellets. For
industrial purposes, simple, low cost and repeatable methods to evaluate the CT content and the
AH activity are requested in order to rapidly qualify the pellets.

The CT content was evaluated by biochemical measurements of total phenols and tannins (Folin-
Ciocalteu). This was completed by the measure of the complexation of tannins with proteins
(Radial Diffusion) and by development of prediction calibrations using near infra-red spectroscopy
(NIRS). The AH evaluation was performed on samples before and after dehydration, using the
Larval Exsheathment Inhibition Assay.

Calculations of correlations between the different methods showed significant links between the
guantity of CT and the AH activity, and the possible use of NIRS to measure the CT content and the

AH activity of pellets and forages.

The second objective aimed at defining the optimal conditions to use sainfoin pellets on farm, to

improve the AH activity.
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We aimed at analyzing, in experimental conditions, 1) how the combination of 2 factors, namely
the CT concentration in feed and the length of distribution, influenced the AH efficacy of sainfoin
pellets on intestinal and abomasal L3 larvae or adult worms; 2) whether or not the combined use
of sainfoin with a chemical AH (oral ivermectine) was beneficial.

Results showed that a minimum CT content in sainfoin and a minimum length of distribution of 15
days are mandatory to alter the adult worm and L3 larvae biology of nematodes, particularly the
Trichostrongylus colubriformis female fertility and the number of Haemonchus contortus worms.
However, the combined use of AH (oral ivermectine) and sainfoin consumption should be avoided

because of possible negative interactions.

The last axis aimed at studying the behavior of sheep and goats in relation to sainfoin pellets and
their ability to change the feeding behavior according to their parasitic status (self-medication
ability).

The objective was to verify the following hypotheses: due to their higher propensity to eat CTs,
goats will eat more sainfoin than sheep; parasitized animals will prefer sainfoin, especially goats
because of their lower resistance against parasites, and this preference will increase overtime.

The results showed that two of our hypothesis were verified in a cafeteria study: 1) goats
preferred sainfoin in comparison to alfalfa and 2) the sainfoin consumption increased overtime in
infected sheep, without being higher than in non-parasitized ones. However, no differences
between animals were observed in term of motivation to get sainfoin (when available in restricted

guantity) in an operant-conditioning trial.

All the results showed the interest to use sainfoin pellets in farms, as one alternative to AHs

molecules in order to limit the development of resistances to these drugs in GIN populations.
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Introduction

La présence de nombreux parasites gastro-intestinaux est une menace pour I'élevage des
petits ruminants a I'’herbe. En effet, les patures sont source d’infestation car les ceufs puis les
larves de stade L3 (= larves infestantes) des nématodes gastro-intestinaux y résident apres avoir
été déposés lors de I'excrétion de feces par les animaux infestés. Une fois I’"herbe broutée par les
ruminants, les nématodes infestent différents organes, dont 'abomasum et I'intestin gréle. Cette
infestation induit par la suite des conséquences physiopathologiques telles qu’une anémie sévere,
une baisse d’appétit et une dénutrition des animaux pouvant mener a la mort de I'animal. Les
élevages ovins et caprins subissent alors des pertes de production importantes, affectant la santé

des animaux et la production.

La méthode conventionnelle de lutte contre ces nématodes est |'utilisation de traitements
anthelminthiques chimiques. Ces produits de synthése sont aujourd’hui remis en cause, en raison
des résistances qui sont apparues au sein des populations des nématodes gastro-intestinaux
depuis une cinquantaine d’années (Jackson et al., 2012; Crook et al., 2016), mais également de
par la constante demande des consommateurs pour des produits indemnes de résidus chimiques.
Ainsi, il est nécessaire de trouver des solutions alternatives en accord avec les préoccupations

environnementales et sociétales actuelles.

Les plantes aux propriétés anthelminthiques, riches en métabolites secondaires,
notamment en tanins condensés, mais également aux valeurs nutritionnelles intéressantes,
peuvent étre utilisées comme alicaments en élevage (effets combinés sur la santé et la nutrition)
(Hoste et al., 2006).

Le sainfoin est une Légumineuse riche en tanins condensés. Proposé en frais ou récolté
puis séché sous forme de foin, sa durée de conservation reste limitée et nécessite une capacité
importante de stockage en élevage. Récemment, une filiere s’est développée pour proposer des
granulés déshydratés de sainfoin, qui offrent 1/ la possibilité de cultiver le sainfoin dans les
conditions agronomiques les plus favorables puis de le distribuer facilement en élevage ; 2/ une
meilleure stabilité de ses caractéristiques nutritionnelles et anthelminthiques au cours du temps,
que les fourrages par exemple ; 3/ la possibilité de caractériser et de standardiser les lots avant

usage en élevage.
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L’objectif général de cette thése a été d’évaluer I'utilisation de granulés de sainfoin en
élevage, avec trois sous-objectifs (Figure 1) : (1) Caractériser les granulés et évaluer les facteurs de
culture influant sur la quantité de tanins, (2) identifier les conditions optimales d'utilisation in vivo
pour des effets anthelminthiques et zootechniques, et (3) évaluer leur ingestion par I'animal d'un

point de vue comportemental. La thése sera composée de 3 parties.

Une premiére partie bibliographique rappellera des généralités sur les nématodes gastro-
intestinaux et leurs méthodes de contrdle ainsi que sur les méthodes alternatives aux traitements
anthelminthiques de synthese. Des études réalisées in vitro ou in vivo avec des plantes riches en
tanins condensés, que ce soit sur des aspects antiparasitaires ou sur I’étude du comportement des
animaux consommant ces plantes seront également présentées.

Une seconde partie débutera par la présentation, sous forme d’articles scientifiques
préparés, des résultats acquis pendant la thése sur les tests in vitro réalisés avec ces granulés,
notamment |'utilisation de méthodes simples permettant d’analyser rapidement la teneur en
tanins et les activités de fixation aux protéines et antiparasitaire des granulés. Cette partie
présentera par la suite les études in vivo réalisées au cours de cette these, focalisées sur la
définition des conditions pratiques d’utilisation du sainfoin en élevage, que ce soit en termes
d’utilisation avec un anthelminthique de synthese, de quantité a apporter dans la ration, du temps
de traitement et de la sélection du sainfoin par les animaux.

Enfin, une troisieme partie permettra de discuter I'ensemble des résultats acquis en regard

des connaissances bibliographiques, et de tirer quelques conclusions de ce travail.
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Figure 1: Objectif général et objectifs spécifiques de la these
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1. Les nématodes gastro-intestinaux des ruminants

1.1 Généralités

Les strongles sont des nématodes gastro-intestinaux (Gls) appartenant a |'ordre des

Strongylida, a I'origine de pathologies appelées strongyloses Gls, souvent dues a la présence de

plusieurs nématodes au sein du tube digestif de I'h6te. La classe des nématodes comporte deux

super-familles (Trichostrongyloidea et Strongyloidea) et sept sous-familles (Euzéby, 1963;

Urquhart et al., 1996; Jacquiet, 1997).

Selon, I'espece, ils parasitent 'abomasum (caillette) ou bien l'intestin gréle des petits

ruminants, voire le caecum et le colon (Tableau 1).

Tableau 1 : Les sous-familles des nématodes gastro-intestinaux avec exemples d’espéces, leur hote et leur localisation chez I'h6te
(Chabertiinae = famille des Strongyloidea ; autres sous-familles = famille des Trichostrongyloidea) (Source : Euzéby, 1963)

Sous-famille Exemples d’espéces Hote Localisation
Haemonchus contortus Caprins, Ovins
Haemonchinae Abomasum
Haemonchus placei Bovins
Teladorsagia circumcinta | Caprins, Ovins
Ostertaginae Abomasum
Ostertagia ostertagi Bovins
Trichostrongylus axei Bovins, Caprins, Ovins, Abomasum
Chevaux, Porcs
. . Trichostrongylus Bovins, Caprins, Ovins Intestin gréle
Trichostrongylinae gy P &
colubriformis
Trichostrongylus vitrinus
Cooperia curticei Caprins, Ovins
Cooperiinae Intestin gréle
Cooperia punctata Bovins
Nematodirus battus Caprins, Ovins
Nematodirinae Nematodirus helvetianus | Bovins Intestin gréle
Nematodirus spathiger Bovins, Caprins, Ovins
Chabertiinae Chabertia ovina Bovins, Caprins, Ovins Colon
Oesophagostomum Caprins, Ovins Caecum, Colon
columbianum
Oesophagostominae
Oesophagostomum
venulosum
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On distingue les Trichostrongyloidea des Strongyloidea par la présence d’une capsule
buccale réduite chez les Trichostrongyloidea et développée chez les Strongyloidea (Euzéby, 1963).

Trichostrongylus colubriformis et T. axei ainsi que Teladorsagia circumcinta sont des
especes fréquentes des petits ruminants en climat tempéré (Chartier et Reche, 1992).

Les especes de la famille des Haemonchinae se retrouvent principalement dans des zones
tropicales et sub-tropicales (Yadav et Tandon, 1989). Cependant on retrouve trés fréquemment

Haemonchus contortus dans les zones tempérées (Besier et al., 2016a).

Ces nématodes ont une morphologie de petite taille (4 a 35 mm selon les espéces). Les
males sont plus petits que les femelles et leur bourse caudale est développée, contrairement aux

femelles qui présentent une queue effilée (Urquhart et al., 1996).

1.2 Cycle de développement
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Figure 2 : Cycle biologique des nématodes gastro-intestinaux avec les deux phases, endogene et exogene

Le cycle biologique de ces vers est assez semblable d’une espéce a I'autre. Ce cycle est
monoxéne (le ruminant est I'unique hote hébergeant les vers adultes). Le cycle comporte deux
phases : une phase libre (ou exogéne) dans le milieu extérieur (ou I'ceuf passe au stade larve L3)
et une phase parasitaire (ou endogene) chez I’'h6te (passage du stade de larve L3 au stade adulte

puis ponte des ceufs) (Urquhart et al., 1996) (Figure 2).
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La parcelle est contaminée lorsque les ceufs sont répandus sur la pature via les feces

d'animaux infestés.

1.2.1 Phase exogene

Cette phase est initiée lors de I'excrétion de féces par les animaux, dans lesquels sont
présents les ceufs que les vers femelles ont pondus. L’éclosion des ceufs (donnant les larves L1s)
et les mues Lls2>L2s puis L2s2>L3s s’effectuent dans le milieu extérieur. L’humidité et
I’oxygénation sont des inducteurs de I’évolution alors que les températures chaudes ou froides
régulent la vitesse de développement. A l'inverse, la sécheresse et le gel (facteurs limitants pour
les stades libres) limitent I’évolution (Euzéby, 1963; Urquhart et al., 1996; O’Connor et al., 2006).
Cette phase libre a lieu avec une température minimale de 10°C et un taux d’humidité optimal
autour de 60 %. Selon I'espéce, les conditions climatiques et I’environnement, la durée de survie
est variable. En zone tempérée, les larves peuvent vivre plusieurs mois sur les patures si les
conditions environnementales sont optimales alors qu’elles vivent seulement quelques semaines

sur les patures en zones tropicales (O’Connor et al., 2006).

Sur le paturage, les larves L3s sont encore pourvues de leur gaine (ou exuvie), vestige de la
cuticule des larves de stade L2, et sont donc résistantes aux conditions environnementales, mais

aussi aux agents chimiques et biologiques (O’Connor et al., 2006).

Leur facilité de déplacement (horizontal ou vertical) va les aider a étre trés présentes sur
une grande majorité de la surface de la prairie. Cependant, cette mobilité va rapidement les
fatiguer par épuisement des réserves énergétiques car ces larves L3 n’ont pas la possibilité de se

nourrir (O’Connor et al., 2006).

1.2.2 Phase endogéne

La contamination des ruminants se fait par I'ingestion des larves de stade L3 présentes
sur la prairie. Ces larves vont, au cours d’un processus initial appelé dégainement, se débarrasser
de leur gaine, dans les muqueuses de I'organe digestif antérieur a celui ou les vers adultes vont
résider (Hertzberg et al., 2002). Une fois ingérées par les animaux, les larves vont se libérer de leur

gaine (Figure 3), processus d’une durée d’environ une heure (Hertzberg et al., 2002).
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Pour les espéces abomasales comme H. contortus, cette étape se déroule dans le rumen, et pour
les espéces intestinales telles T. colubriformis, elle se déroule dans I'abomasum (Rogers et
Sommerville, 1963).

Le processus de dégainement dépend de divers parametres physiques et biologiques tels que les
variations de température ou de pH au sein du tube digestif (environnement neutre pour H.
contortus et acide pour T. colubriformis), ou encore la pression en CO, (Rogers et Sommerville,
1963; 1968). Ces stimuli vont directement influer sur la sécrétion d’enzymes qui initient le
processus de dégainement (Mallet et Lesage, 1987), a savoir 1) la formation d’un anneau indenté
sur la partie antérieure de la gaine, 2) la digestion et donc la séparation de cet anneau du reste de

la gaine et enfin 3) la libération de la L3 (Rogers et Sommerville, 1963).

Gaine

Figure 3 : Les trois étapes du dégainement d’une larve L3 : 1) formation d’un anneau indenté ; 2) digestion et
séparation de la partie antérieure de la gaine ; 3) libération de la L3

Les L3s vont ensuite muer en stade L4, L5 (stade pré-adulte) puis adulte (acquisition de la
maturité sexuelle) (Euzéby, 1963). Le temps de développement des L3s en vers adultes varie selon
I’'hote ou I'espece de nématode (durée moyenne de 3 semaines mais peut étre de 4 semaines chez
des especes du genre Oesophagostomum) (Jacquiet, 1997). En cas de canicule (exemple en
Afrique, Jacquiet et al., 1996) ou de froid intense, les mues en L4s vont étre retardées dues a une
hypobiose larvaire et la période pré-patente (période entre I'ingestion des L3s et la premiere

ponte d’ceufs) pourra alors passer a une durée de trois ou quatre mois (Euzéby, 1963).
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1.3 Epidémiologie des strongyloses gastro-intestinales

1.3.1 Source

Les infestations des ruminants par les nématodes Gls dépendent de la facon dont sont
conduits les animaux au paturage. En effet, la phase de vie libre des strongles ne peut se dérouler
que sur la prairie et les ruminants s’infestent par la présence des L3s sur I’herbe, d’ou la notion
d’infestivité de la parcelle. La quantité de L3s qui y est présente dépend du nombre d’ceufs
déposés, de leur vitesse de développement et de la survie des L3s (Torres-Acosta et Hoste, 2008).

L'infestation a lieu par contact entre I'h6te et les L3s. L'intensité de I'infestation dépend de

la biologie des vers, du comportement des L3s mais également de celui des hoétes.

1.3.2 Facteurs de variation de l'infestation liés aux strongles

v Niveau d’excrétion d’ceufs (prolificité parasitaire)

Toutes les espéces de trichostrongles digestifs n’ayant pas la méme prolificité (Chartier et al.,
2000), la densité en larves des prairies ne sera pas identique selon I'espéce de nématode
parasite présente. Les femelles de T. colubriformis pondent par exemple des centaines d’ceufs par

femelle et par jour alors que les femelles d’H.contortus peuvent en pondre 5 000 a 10 000.

v Mobilité des L3s

Les L3s se déplacent sur I’herbe suivant un phototropisme négatif et un hygrotropisme positif
(Rogers et Sommerville, 1963; Wang et al.,, 2014). Les moments qui favorisent le plus les
infestations sont donc I'aube et le crépuscule, lorsque I'ensoleillement est réduit et les prairies

rendues humides par la rosée sur I’herbe (Smith et Sherman, 2009).

1.3.3 Facteurs de variation de l'infestation liés a ’hote

v' Comportement alimentaire de I’"hote

Deux principaux modes de comportements ont été décrits chez les deux especes de petits
ruminants, illustrant I'importance du comportement alimentaire dans les différences d’ingestion
de L3s de nématodes Gls et donc de niveaux d’infestation. Les caprins ont un comportement
plutét cueilleur, ils vont consommer d’avantage d’arbustes ou de buissons que les ovins au
comportement brouteur (Hofmann, 1989), évitant ainsi la consommation d’herbe et réduisant le
contact avec les L3s (Vercruysse, 1983; Hoste et Chartier, 1998; Hoste et al., 2001; 2010).
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Les ruminants « cueilleurs » seraient plus aptes a consommer des plantes a tanins grace a des
adaptations physiologiques, alors que les brouteurs auraient dévelopé des adaptations
comportementales comme I’évitemment de ces mémes plantes (Mc Arthur et al., 1991; Provenza
et al., 2003). De plus, des études suggerent que les animaux parasités évitent d’avantage les zones

riches en matiéres fécales, ce qui contribue a réduire les infestations (Hutchings et al., 2003).

v" Réponses de I'hdte : résilience et résistance

La résilience est I'aptitude de I’hote a supporter les effets pathologiques des infestations par les
NGls et a maintenir un état clinique et un bon niveau de production en dépit de la présence des
parasites (Van Houtert et Sykes, 1996; Baker et al., 1998; Hoste et al., 2006). Les mécanismes

sous-jacents expliquant la résilience restent tres peu explorés.

La résistance est I'aptitude de I’h6te a mettre en place et maintenir des réponses immunitaires
modifiant la biologie des vers, comme par exemple une installation des L3s limitée, une
diminution de la reproduction et du développement des NGls, ou I'élimination de populations

établies (Douch et al., 1996; Hoste et al., 2006).

= Meécanismes de I'immunité face aux NGls

Deux types de réponses immunitaires (innée ou acquise) ont été évoqués pour expliquer la
résistance de I’hote aux infestations par les NGls (Andronicos et al., 2010).

La réponse innée correspond a I'aptitude de I'hote a réguler les populations de vers par des
mécanismes non-spécifiques tels que des particularités physiologiques (mouvements
péristaltiques, pH gastrique, sécrétion de mucus) et une grande réactivité inflammatoire
(phagocytose, sécrétion de cytokines) (Lacroux, 2006; Guedes et al., 2010). La réponse acquise fait
suite a des infestations préalables et serait associée au role des lymphocytes T produisant des
interleukines (Karanu et al., 1997) et des lymphocytes B (Pérez et al., 2008), ainsi qu’une
production accrue d’anticorps 1gG1, IgA et IgE (Lacroux, 2006). Cependant, les mécanismes précis

de la mise en place de ces réponses ne sont pas totalement connus.
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= Facteurs de variation de la résistance de I’h6te

v Age

De maniere générale, les jeunes animaux sont les plus sensibles et réceptifs aux infestations, ce
qui peut s'expliquer par une immunité acquise non développée (Urquhart et al., 1996; Hoste et al.,
1999; Chartier et al., 2000; Tariq et al., 2008). Néanmoins, le facteur ‘Age’ serait plus discriminant

chez les ovins et les bovins que chez les caprins (Urquhart et al., 1996).

v Espéce animale

La réceptivité des animaux aux nématodes Gls dépend de I'espece hoéte. Ainsi, a la suite
d’infestations répétées par des trichostrongles Gls, la réponse immunitaire est moins développée

chez les caprins que chez les ovins et les bovins (Hoste et al., 1999; Smith et Sherman, 2009).

v Facteurs génétiques (race)

Des différences inter-races et inter-lignées (intra-races) de résistance aux nématodes Gls ont été
décrites chez les ovins (exemples des races tropicales Barbados Blackbelly et St. Croix qui sont plus
résistantes aux NGls que d’autres races importées) (Bishop et Morris, 2007; Shakya et al., 2011) et
a moindre degré chez les caprins (la race Small East African a été décrite comme plus résistante

que la race Galla) (Vagenas et al., 2002; Bricarello et al., 2005; Bishop et Morris, 2007).

v Statut physiologique (gestation)

Chez les animaux en gestation, des augmentations d’excrétion fécale d’ceufs de nématodes ont
été observées autour de la période de mise bas (en fin de gestation et début de lactation). Ce
phénomeéne est appelé le ‘periparturient rise’. Il a été suggéré que des perturbations
endocriniennes, liées a la gestation, expliqueraient ce phénoméne (Rahman et Collins, 1992; Hoste
et al., 1999; Kidane et al., 2010). Alternativement, ces augmentations d’excrétion d’ceufs seraient
associées a un affaiblissement du systéme immunitaire des animaux, lié¢ a une augmentation des
besoins nutritionnels, notamment en protéines, provoqués par la fin de gestation et le début de

lactation, et I'insuffisance d’ingestion pour couvrir ces besoins (Perri et al., 2011; Houdijk, 2012).
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v Effet de la parité (primipare vs. multipare)

Certaines études ont montré des niveaux d’excrétion d’ceufs par gramme de féces (OPG)
divergents en fonction de la parité (les primipares étant les plus infestées) chez les ovins (Haile et
al., 2007) et les caprins (Hoste et al., 1999), alors que d’autres n’ont pas observé de différences
d’OPG entre les primipares et les multipares (Etter et al., 2000). Cet effet de la parité serait en fait
a relier a I’age des animaux et au premier contact avec les nématodes car en élevage ovin ou
caprin laitiers, les femelles ne sortent pas ou peu avant les premiéres mise-bas et sont donc peu

en contact avec les L3s.

v Niveau de production

Une réceptivité élevée au parasitisme Gl et des conséquences pathologiques plus sévéres ont
été rapportées chez les ruminants laitiers présentant les meilleurs niveaux de production
(Chartier et Hoste, 1994; Hoste et al., 1999; Etter et al., 2000; Veneziano et al., 2007). Chez les
animaux les plus performants, ces niveaux d’infestation plus élevés pourraient s’expliquer par une
plus forte consommation d’herbe au paturage, et donc d’ingestion de L3s si la prairie est
contaminée. Néanmoins, comme pour le phénoméne de ‘periparturient rise’, I’hypothése de
déséquilibres alimentaires exacerbés, liée a des besoins nutritionnels plus élevés, a également
été envisagée et en partie démontrée par des études sur des complémentations de la ration

(Kidane et al., 2010; Falzon et al., 2013).

1.4 Conséquences des strongyloses gastro-intestinales chez

les ruminants

Chez les petits ruminants, les strongyloses digestives évoluent généralement sous forme
chronique entrainant en premier lieu 1/ des baisses de production (Holmes, 1993; Coop et
Holmes, 1996; Hoste et al., 1997), 2/ I'apparition de signes cliniques (Urquhart et al., 1996) et 3/

pouvant conduire jusqu’a la mort de I'animal.
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1.4.1 Pertes de production

En terme économique, chez les ruminants, les strongyloses Gls sont reconnues
mondialement, comme une des pathologies majeures en raison des pertes de production qu’elles
entrainent. En élevage, la présence des vers influence a la fois la quantité et la qualité des
productions (Charlier et al., 2014). De multiples études ont montré que le parasitisme Gl est
responsable de retards de croissance des jeunes animaux (Urquhart et al., 1996), que ce soit chez
les agneaux (Kyriazakis et al., 1996), ou les chevreaux (Torres-Acosta, 1999). Ce retard de
croissance se traduit par des réductions de poids de carcasse a I'abattage. Par ailleurs, des
modifications de la qualité des carcasses ou de la viande (réduction du taux de gras des carcasses
ou rétention d’eau) ont été décrites a la suite d’infestations par les nématodes Gls (Sykes et Coop,
1976; 1977). Chez les femelles laitieres, les infestations par les trichostrongles digestifs ont été
régulierement associées a des baisses de production de lait (Chartier et Hoste, 1994; Veneziano et
al., 2007) et, de maniere plus rare, a des modifications de la composition du lait (diminution du
taux de matiére grasse par exemple) (Hoste et Chartier, 1993; Chartier et Hoste, 1994), observées
chez les plus fortes productrices. Enfin, de multiples exemples en Australie et en Nouvelle-Zélande
ont illustré des baisses de production et des altérations de la quantité et de qualité de la laine,

dues a une diminution de la quantité d’acides aminé soufrés (Knox et al., 2006).

Les baisses de production et les symptdmes observés chez les animaux parasités
s‘expliquent par des perturbations de la physiologie digestive. Les principaux processus
physiopathologiques impliqués ont été largement décrits. A linverse, les mécanismes

pathogéniques a la base de ces perturbations restent mal identifiés.
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1.4.2 Signes cliniques

D’abord, des symptoémes généraux apparaissent telles une baisse d’appétit entrainant un
amaigrissement progressif, une asthénie ou des signes de malnutrition (Urquhart et al., 1996).
Des signes de gastroentérites accompagnées de diarrhées aigués sont également fréquents
(Williams et al., 2010). Des symptomes plus spécifiques peuvent aussi étre constatés comme une
anémie et des cedéemes sous maxillaires dans le cas d’infestation par des nématodes
hématophages, comme H. contortus (Urquhart et al., 1996; Jacquiet, 1997). Il a été estimé qu’un
mouton parasité par 5000 H. contortus perdait I'’équivalent de 250 ml de sang par jour, d( a

I’'absorption de sang par ce parasite (Urquhart et al., 1996) (Figure 4).

Figure 4 : Signes cliniques de I'infestation par les NGlIs (a gauche ceil anémié — a droite diarrhée)

Ces symptdmes, ainsi que les baisses de production, ont pour origine différents processus

physiopathologiques.

v Diminution de I'ingestion

Les infestations par les nématodes Gls s’accompagnent généralement d’une baisse d’appétit. Dans
le cas d’infestation massive, cette perte d’appétit peut aller jusqu’a une anorexie quasi totale

(Urquhart et al., 1996; Knox et al., 2006).

v Mal-digestion et mal-absorption

Les NGIs présents dans les différents organes digestifs provoquent d’importantes lésions des
divers épithéliums et des muqueuses (Knox et al., 2006 ; Williams et al., 2010). Mécaniquement,
ces lésions sont dues en partie a la fixation ou a la pénétration des nématodes dans les

muqueuses (Hoste et al., 1997).
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Dans I'abomasum, la présence des vers est associée a des modifications des glandes gastriques et

a une réduction de la densité de cellules différenciées, en particulier les cellules a HCI.

Dans l'intestin, une abrasion des villosités et une altération sévére des entérocytes sont les
principales lésions décrites (Hoste et al., 1997). Le parasitisme Gl induit également une
augmentation du pH gastrique, rendant la transformation du pepsinogéne en pepsine moins
efficace, et altérant I'activité enzymatique intestinale. De plus, une altération de la perméabilité
des épithéliums est souvent observée (Hoste et al., 1997). Enfin, des perturbations du
péristaltisme réduisant le temps de contact du chyme avec les muqueuses ont aussi été signalées

(Hoste et al., 1997).

v Altérations des métabolismes

Les effets du parasitisme Gl sur I'appétit et la digestion sont amplifiés par une réorientation des
métabolismes (Hoste et al., 1997). En paralléle, la présence des vers augmente les besoins
nutritionnels de I’h6te pour maintenir I’'homéostasie sanguine et l'intégrité des épithéliums
digestifs et développer une réponse immunitaire (Coop et Kyriazakis, 2001; Kyriazakis et Houdijk,
2006). Il en résulte une réquisition des nutriments, en particulier protéiques (Hoste et al., 2005),
vers les sites endommagés par les vers (muqueuses) au détriment des sites habituels de synthese
(mamelle, follicule pileux, muscle), ou afin de synthétiser des globules rouges, ce qui accroit les

pertes de production.

Tous ces symptdémes peuvent évoluer jusqu’a entrainer la mort des animaux.

Les nématodes gastro-intestinaux sont associés a |'exploitation du paturage partout
dans le monde.

Ils entrainent des baisses de production et sont responsables de divers signes cliniques

(anémie, troubles digestifs), voire ils peuvent provoquer la mort des moutons ou des
chevres.
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2. Les moyens de lutte contre les nématodes gastro-
intestinaux : les anthelminthiques de synthese.

Jusqu’a présent, le parasitisme par les NGlIs a été géré de maniére quasi exclusive par des
anthelminthiques chimiques ou de synthése, apparus depuis la fin des années 1950 avec la
phénothiazine (Waller, 2006). Ces AHs peuvent étre administrés selon deux buts : 1/ Stratégique
(ou préventif), mis en place selon les connaissances de |'éleveur, lorsque les animaux rentrent ou
sortent au paturage afin d’assainir les animaux et réduire la contamination des
parcelles (Leathwick et Besier, 2014); 2/ Curatif, afin d’éliminer les nématodes présents chez les

animaux pendant la saison du paturage.
2.1 Les familles d’anthelminthiques de synthese

On retrouve plusieurs familles d’AHs, différant selon leur mode d’action. Elles sont
distinguées selon leur spectre d’efficacité. Chez les ruminants, quatre familles dites « a large
spectre » (efficaces sur plusieurs nématodes gastro-intestinaux et certains nématodes
respiratoires) sont communément utilisées: les benzimidazoles et pro-benzimidazoles; les
imidazothiazoles et les lactones macrocycliques (avermectines et milbemycines). Les dérivés
d’amino-acétonitrile ont été développés en 2008. Par ailleurs, il existe des familles a spectre
étroit (exemple les salicylanilides) dont les cibles sont des nématodes hématophages (ex H.
contortus) mais elles sont peu utilisées. Aujourd’hui certains produits sont commercialisés par
association de plusieurs molécules dans le but d’étre efficaces contre les nématodes résistants et
pour réduire le taux de sélection de populations résistantes (exemple derquantel-abamectine)

(Little et al., 2010; Besier et al., 2016b).

2.1.1 Les benzimidazoles et pro-benzimidazoles

La plupart des molécules de cette famille sont efficaces contre les strongles Gls et
respiratoires (Gordon, 1961). La structure chimique de base est la méme pour toute la famille et

les molécules se différencient ensuite par la présence de différents groupements.
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Les molécules de cette famille sont administrées par voie orale (Smith et Sherman, 2009).
Les benzimidazoles sont directement actifs sur les vers alors que les pro-benzimidazoles doivent
se convertir en molécules actives dans le foie grace a des réactions enzymatiques (Lanusse et
Prichard, 1993). Les molécules empéchent la synthése et la polymérisation des microtubules dans
les cellules des nématodes, en se fixant a la B-tubuline des vers (Samson-Himmelsjerna, 2007). Les
vers meurent, leur morphologie cellulaire étant endommagées et les mitoses altérées (Besier et

al., 2016b).

2.1.2 Les imidazothiazoles

Les molécules de cette famille sont efficaces contre les strongles Gls et respiratoires. Elles
sont administrées par voie orale ou injectable. lls sont actifs sur les récepteurs nicotiniques a
acétylcholine des NGIs, rendant perméable leur membrane post-synaptique (= mort par paralysie

spastique) (von Samson-Himmelsjerna, 2007).

2.1.3 Les lactones macrocycliques

Les lactones macrocycliques sont efficaces contre les strongles Gls (ou endoparasites), et
contre certains insectes et acariens (ou ectoparasites). On les qualifie donc d’endectocides
(Campbell et al., 1983; Bengone-Ndong et Alvinerie, 2004). Elles sont administrées par voie orale

ou injectable.

La structure de base des molécules de la famille est similaire mais les différences entre les
hétérocycles lactones qu’elle comporte permettent de différencier les avermectines (ivermectine,
doramectine et éprinomectine) des milbémycines (moxidectine). Leur mode d’action est décrit
dans la littérature comme commun mais reste mal identifié (Bengone-Ndong et Alvinerie, 2004).
L'hypothése la plus confortée serait celle ol les lactones macrocycliques se fixent aux canaux
ioniques glutamate-dépendant présents sur la membrane des cellules neuromusculaires des
nématodes (von Samson-Himmelsjerna, 2007), les rendant perméables aux ions chlorures. Ces
mécanismes entraineraient une inhibition du controle nerveux de muscles des nématodes,

entrainant leur mort par paralysie (Urquhart et al., 1996; Bengone-Ndong et Alvinerie, 2004).
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2.1.4 Les dérivés d’amino-acétonitrile

Cette famille est représentée par une seule molécule (le monepantel), commercialisée
depuis 2008. Cette molécule agit comme un antagoniste nicotinique (Kaminsky et al., 2008;
Hosking et al., 2010). Le monepantel a été commercialisé pour son efficacité contre les larves L4s
et les formes adultes de nombreux nématodes, notamment de souches résistantes aux familles
d’anthelminthiques précédemment citées.

En revanche, des résistances sont déja apparues seulement quelques années apres sa
commercialisation (Scott et al., 2013; Mederos et al., 2014; Van-den-Brom et al., 2015), ce qui

correspond aux modeéles généraux de développement des résistances décrits par Waller (2006).

2.2 Limites des anthelminthiques de synthese

L'emploi des anthelminthiques de synthése est aujourd’hui remis en question car des cas
de résistances et de multi-résistances sont apparus face a toutes les molécules actuellement
commercialisées (Kaplan et Vidyashankar, 2012; Jackson et al., 2012; Crook et al., 2016).
L'utilisation accrue de ces anthelminthiques induit une baisse de leur efficacité alliée a une
augmentation de la résistance des NGIs. La demande de nouveaux anthelminthiques est donc
grandissante (Geary et al., 2004).

De plus, les consommateurs souhaitent aujourd’hui une diminution générale des intrants
chimiques en élevage (pour limiter les risques de résidus dans les produits animaux et dans

I’environnement), ce qui répond a une conception plus agro-écologique de I'élevage.
2.2.1 Ecotoxicité

Les AHs de synthese ont été développés pour étre efficaces contre les nématodes dans les
divers organes du tube digestif. Ils sont donc métabolisés dans le systéeme digestif de I'animal,
voire par le foie aprés absorption (Mc Kellar, 1997). lls sont donc évacués dans les féces et se
retrouvent présents sur les prairies. Des études ont été menées afin de déterminer I'impact de
ces molécules sur I'écosystéme des prairies (Wardhaugh et Rodriguez-Menendez, 1988; Jensen et
al., 2003; Erzen et al., 2005). Pour certaines lactones macrocycliques (des avermectines longue
action), des études in vitro et des études menées sur les prairies, ont révélé une toxicité

notamment sur des coléopteres coprophages (Lumaret et Errouisi, 2002; Lumaret et al., 2012).
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2.2.2 Résidus médicamenteux

Les consommateurs craignent également de retrouver des résidus médicamenteux dans
la viande ou le lait des animaux. Ainsi, la Iégislation concernant les médicaments vétérinaires a
imposé des délais d’attente apres I'administration de médicaments pour la traite ou I'abattage des
animaux, afin de minimiser le risque de résidus. Pour les ovins et caprins laitiers, les familles des
benzimidazoles et pro-benzimidazoles et des lactones macrocyliques sont autorisées en lactation.
Cependant, aujourd’hui seules certaines formulations commerciales de I'éprinomectine présente

une AMM avec un temps d’attente nul pour le lait chez ces petits ruminants laitiers.

L'intérét grandissant de la population pour les produits issus de I’Agriculture Biologique
impose de répondre a un cahier des charges spécifique (CC-Repab-F, 2000), avec notamment des
traitements thérapeutiques réglementés (les vaccins et vermifuges doivent étre donnés sur
justification vétérinaire) ainsi qu’un recours maximal au paturage (Cabaret et al., 2002). Parmi ces
critéres réglementés par I'IFOAM, 1998, quatre sont reliés a la santé animale (Cabaret, 2003) : 1/
mettre en place un équilibre entre les cultures et I'élevage ; 2/ fournir aux troupeaux des
conditions appropriées pour le développemment de leurs comportements innés ; 3/ minimiser
toutes formes de pollution environnementale; 4/ utiliser de préférence les médecines alternatives

(homéopathie, aromathérapie, phytothérapie) pour la santé des animaux.

2.2.3 Résistance des populations de nématodes aux AHs

v' Définition de la résistance et de la multi-résistance aux AHs

Des populations de nématodes Gls résistantes aux AHs sont des populations ayant génétiquement
acquis la capacité de résister a des concentrations d’un AH (ou de plusieurs dans le cas de multi-
résistances) qui leur était précédemment létale (Prichard et al., 1980; Sutherland et Leathwick,

2011). Ce caractere se transmet de facon héréditaire (Coles, 2002).

v’ Situation de la résistance aux AHs

Globalement, quelles que soient les molécules, les premiers cas de résistance aux AHs
apparaissent environ 10 ans apreés leur mise sur le marché. Les premiers cas de résistances aux

benzimidazoles ont par exemple été remarqués en 1970 (Kaplan, 2004; Waller, 2006).
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La recrudescence des résistances des populations de nématodes face a ces molécules est
aujourd’hui fréquente dans de nombreux élevages de petits ruminants puisqu’on dénombre des
résistances a toutes les classes d’AHs de synthése (Cezar et al., 2010; da Cruz et al., 2010; Scott et
al., 2013; Van-den-Brom et al., 2015), en particulier chez les caprins (Chartier et al., 2000). Des cas
de multi-résistances ont été décrits dés les années 1980 en Afrique du Sud, Australie et Nouvelle-
Zélande (Van Wyk et al., 1987; Besier, 2007; McKenna, 2010) puis en Asie (Chandrawathani et al.,
2004), Amérique latine (Sczesny-Moraes et al., 2010) et aux USA (Kaplan et Vidyashankar, 2012).
En Europe, des résistances ont été mentionnées, méme si elles sont moindres que dans d’autres
régions du globe (Paraud et al.,, 2009). En France, une forte prévalence des résistances aux
benzimidazoles a été rapportée chez les chévres et les moutons a vocation laitiere, mais peu de
résistances au lévamisole ont été répertoriées (Chartier et al., 1998; 2001). Un cas de double
résistance au benzimidazole et lévamisole a été confirmé dans un élevage de caprins laitiers
(Paraud et al., 2009). Des suspicions de résistances a I'ivermectine ont été émises dans des études
datant de 2001-2002 (Chartier et al., 2007) et une étude récente a montré un cas de double
résistance a I'ivermectine et a la moxidectine chez des ovins (Paraud et al., 2016).

Des résistances envers des associations de plusieurs molécules actives ont également été
documentées (Mariadass et al., 2006; Playford et al., 2014).

Chez les autres especes animales, les résistances sont moins souvent mentionnées. Elles sont
arrivées rapidement chez les nématodes digestifs des porcs et des chevaux (Gerwert et al., 2002;
Traversa et al., 2009) et sont aujourd’hui également décrites chez les bovins (Wolstenholme et al.,
2004), notamment pour les espéces intestinales du genre Cooperia spp. (Demeler et al., 2012;

Geurden et al., 2015; Merlin, 2017).

v" Mécanisme d’acquisition de la résistance

Trois mécanismes généraux de résistance aux AHs (et par généralisation a tout xénobiotique) ont
été décrits (Prichard et al., 1980; Waller, 1986; Kotze et Prichard, 2016) :
- Modification de la cellule ou molécule cible ;
- Modifications des voies métaboliques induisant I'inactivation ou I’élimination rapide
des molécules AHs ;
- Amplification du nombre de cellules ou molécules cibles pour diluer I'activation des

molécules AHs dans I'organisme du ver.
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2.2.3.1 Résistance due aux nématodes (facteurs intrinséques)

Des facteurs inhérents aux nématodes eux-mémes peuvent favoriser la diffusion des alléles
de résistances. Plus les trichostrongles sont prolifiques, plus les générations futures arrivent en
nombre et plus la résistance va se diffuser. Par ailleurs, plus la durée du cycle biologique est
courte et plus les nouvelles générations résistantes vont arriver rapidement (Wolstenholme et al.,
2004).

Ces caractéristiques sont remarquables chez H. contortus (espéce prolifique, cycle biologique
(période prépatente) court), ce qui explique la forte prévalence des résistances aux AHs dans cette
espéce de nématode gastro-intestinal a I'échelle mondiale (Jackson et Coop, 2000; Wolstenholme

et al., 2004; Besier et al., 2016a).

2.2.3.2 Résistance due a I'application des traitements (facteurs extrinseques)

Ces facteurs sont principalement liés aux pratiques d’élevage (Smith et Sherman, 2009).
La pression du traitement (nombre de traitements AHs effectués, généralisation d’application) est

un facteur prépondérant dans la mise en place des résistances (Besier et al., 2016a).

En cas d’introduction d’animaux parasités par des vers résistants dans un troupeau sensible
(achat d’animaux ou changement des lots), les nématodes résistants vont se reproduire avec les
sensibles et augmenter le pourcentage de résistants au sein des populations (Wolstenholme et al.,
2004). Ceci est contraire au principe de la « stratégie de refuge » Ce concept correspond a l'idée
de maintenir une proportion de nématodes, non exposés aux traitements et donc demeurant
sensibles aux AHs au sein de la population totale (Jackson, 1993; Coles, 2002) (Waghorn et al.,

2008; Leathwick et al., 2009; Kenyon et Jackson, 2012; Besier et al., 2016b).
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En raison des pratiques des éleveurs, certains animaux sont traités fréquemment et avec la méme
classe d’AHs (Besier et al., 2016b). Ces deux facteurs peuvent augmenter les résistances. De plus,
parfois les animaux sont traités avec une dose insuffisante d’AH de synthése, par une mauvaise
appréciation du poids ou ignorance de particularités métaboliques des caprins (la nécessité
d’adapter les doses chez les chévres est souvent ignorée) (Besier et al., 2016b). Cette dose sera
seulement léthale pour les vers les plus sensibles (homozygotes « sensibles ») et la proportion
d’alleles résistants (les homozygotes «résistants» et aussi les hétérozygotes
« sensibles/résistants ») (Barnes et al., 1995) va augmenter considérablement au sein d’une

famille (cas souvent relevé chez les benzimidazoles).

Les anthelminthiques de synthése, représentés par quatre familles a large spectre, sont
apparus dans les années 1950. IIs peuvent étre employés pour des buts préventif ou curatif.

Depuis plusieurs décennies, I'usage des molécules de synthese est remis en cause en raison de
problemes de toxicité qu’elles engendrent (sur les patures et par la présence éventuelle de
résidus dans les produits animaux), et par I'apparition de résistances envers toutes les classes
d’anthelminthiques chimiques dans les populations de nématodes.

Des solutions alternatives sont donc recherchées afin de limiter I'utilisation quasi-exclusive de
ces AHs et limiter I'apparition de possibles résistances.
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3. Les alternatives aux moyens actuels de lutte contre les
NGls

Compte-tenu des limites inhérentes aux AHs de synthése, des équipes travaillent actuellement
sur la recherche de méthodes alternatives afin de traiter les strongyloses Gls. Ces recherches sont
axées sur trois moyens de lutte : réduire l'origine des contaminations (notamment par de
nouvelles pratiques d’élevage), améliorer la résistance de I’hote et moduler la biologie des

nématodes (Figure 5) (Torres Acosta et Hoste, 2008; Besier et al., 2016b).

Eliminer
les vers de
I'animal

Stimuler la
réponse de
I’hote en
améliorant sa
résistance

Minimiser la
contamination

des patures
en larves 3 @

Figure 5 : Trois principes de lutte contre les nématodes (fleches roses) sur le cycle de développement des nématodes
(Source : Torres Acosta et Hoste, 2008).

3.1 Changement des pratiques d’élevage au paturage

Afin de réduire les sources de contamination, deux leviers peuvent étre actionnés afin de
bloquer le cycle des nématodes Gls : diminuer la quantité de larves dans le milieu extérieur ou

diminuer le contact entre I’héte et les larves (Hoste et al., 1997; Heckendorn, 2007).
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Certaines pratiques d’élevage peuvent permettre d’y parvenir (Pomroy, 2006; Colvin et al.,
2008) comme déplacer des animaux sains sur des parcelles non contaminées (principe de
prévention). Ceci est possible en cas de disponibilité de parcelles propres au sein d’un élevage
(exemple : parcelles retournées). Sans-disponibilité de ce type de parcelles, attendre la mort
naturelle des larves L3s présentes avant de remettre des animaux dans ces patures peut répondre
a ce principe de prévention (Hoste et al., 2004). Cependant, ceci est peu efficace en régions
tempérées compte-tenu du temps de survie important des larves (nécessité d’immobiliser les
patures pendant 6 a 12 mois). A l'inverse, la méthode s’avere efficace dans les zones tropicales
infestées par H. contortus car les larves L3 ne survivent que quelques semaines (Mahieu et
Aumont, 2009).
La dilution permet de réduire le risque d’infestation en diminuant la quantité de L3s sur le
paturage, en diminuant le nombre d’animaux présents sur la parcelle (Etter et al., 2000), ou en
mélangeant les animaux (sensibles et résistants ou paturage mixte commun a plusieurs espéces
animales, comme bovins-ovins, en paturage simultané ou alterné) (Waller, 2006; Besier et al.,
2016b).
Finalement, I'application de substances chimiques (chaux) ou de moyens physiques (exploitation
des patures apres fauche ou retournement par labour) peuvent réduire I'infestation (Hounzangbe-
Adote, 2004; Hoste et al., 2004). Certains champignons nématophages sont également un moyen
de lutte biologique puisque leurs mycéliums émettent des piéges qui paralysent les L3s (Kelly et

al., 2009).

3.2 Améliorer la résistance de I’hote

3.2.1 Vaccination

Par définition, la vaccination consiste a mettre I’h6te en contact avec des faibles doses
d’antigénes parasitaires afin de stimuler son systéme immunitaire lors de futures infestations
par le parasite en question (Besier et al., 2016b). Un vaccin contre H. contortus (« Barbervax ») est
commercialisé en Australie depuis 2014 (Besier et Smith, 2014) et met en avant le potentiel de la

vaccination pour réduire |'utilisation des AHs contre cette espéce trés pathogéne.
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3.2.2 Sélection génétique

Les recherches sur la sélection génétique d’animaux résistants aux nématodes (Baker et
al.,, 1998; Pomroy, 2006) ou d’animaux présentant une plus grande résilience (Bisset et Morris,
1996) ont débuté dans I’'hémisphére sud dans les années 1980s. En France, des études de
séléction génétique sont actuellement réalisées mais elles portent principalement chez les ovins
(De la Chevrotiere et al.,, 2011), a I'exception des travaux sur le modeéle caprin creole en
Guadeloupe (Mandonnet et al., 2001 ; 2006).

Aprés quelques années de sélection, les résultats obtenus suggérent qu’il est possible de
distinguer des lignées avec des degrés moindres d’infestation sans conséquences sur les capacités
de production (croissance) (Kelly et al.,, 2013; Nisbet et al., 2016). Ceci permet par la suite de
diminuer l'infestation du paturage (Baker et al., 1998). Des recherches actives sont en cours sur

cette stratégie de lutte.

3.2.3 Améliorer la nutrition

Les strongyloses Gls provoquent des lésions le long du tractus digestif, induisant des
perturbations digestives, principalement sur le plan protéique (Knox et al., 2006; Nnadi et al.,
2009) et également sur le plan énergétique (Retama-Flores et al., 2012; Garate-Gallardo et al.,
2015). En raison de I'importance de ces conséquences nutritionnelles, complémenter la ration
offerte a I’h6te en augmentant les teneurs en protéines ou en énergie, notamment aux périodes
critiques (exemple : mises bas), pourrait aider I'animal a répondre aux infestations (Coop et

Kyriazakis, 2001; Torres-Acosta et al., 2006).

3.3 Moduler la biologie des vers par des substances naturelles

Les études actuelles sur les moyens de moduler la biologie des vers portent notamment sur
I'utilisation de substances naturelles a effets antiparasitaires (Hoste et al., 2016).
La pharmacopée mondiale recense une multitude de plantes a usage thérapeutique. Elles sont
encore tres utilisée dans de nombreux pays en voie de développement (Hounzangbe-Adote, 2004,
Githiori et al., 2006). De plus, elles répondent aux préoccupations actuelles en terme d’agriculture
durable et biologique afin de réduire les intrants chimiques en élevage (moins de résidus dans les
produits animaux ou moins de produits chimiques sur les parcelles par exemple) (Waller et

Thamsborg, 2004).
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Ces plantes qualifiées de « bioactives » offrent un nouveau mode de gestion des nématodes
gastro-intestinaux en élevage permettant de compléter I'action des AHs de synthése et/ou des

autres méthodes alternatives, et de diminuer la pression parasitaire.

Ces plantes peuvent étre administrées sous le terme de phytothérapie (préparations de
plantes ou d’extraits de plantes administrées aux animaux de maniere ponctuelle, sur une période
courte, et visant a traiter les animaux infestés) (Hoste et Torres-Acosta, 2011). Les études réalisées
sur la phytothérapie ont montré des effets intéressants de I'armoise (Artemisia) par exemple

(Irum et al., 2015).

Plus récemment, un autre mode d’exploitation des plantes a été proposé : les nutricaments ou
alicaments. Un nutricament est un aliment faisant partie a part entiére de la ration des animaux,
ayant également un intérét sanitaire (Andlauer et First, 2002; Hoste et al., 2006). Un nutricament

est une ressource nutritionnelle, proposée aux animaux de maniére prolongée (au moins 7 jours)

et dont le but premier est plutot préventif. Le terme de nutricament est régulé législativement par
le réglement (CE) n°767/2009 et répond a l'appellation d’aliments complémentaires pour
animaux. Les animaux auxquels ils peuvent étre donnés, ainsi que leur intérét sanitaire, doivent

étre précisés selon I'article 10 de la Directive (CE) n°39:2008.

Les études réalisées avec les nutricaments ont porté, entre autres, sur ['utilisation de
Légumineuses et plus généralement de plantes riches en métabolites secondaires comme les
tanins condensés, a savoir le sulla (Hedysarium coronarium) (Pomroy et Adlington, 2006), sericea
lespedeza (Lespedeza cuneata) (Burke et al., 2012ab; Gujja et al., 2013) ou le sainfoin (Onobrychis

viciifolia) (Hoste et al., 2012; 2015), auquel on va s'intéresser particulierement dans cette these.

Les métabolites secondaires sont souvent évoqués afin d’expliquer le potentiel bioactif de
ces plantes mais la nature exacte des composés actifs a I’origine des effets observés est souvent
peu connue. Parmi ceux-ci, nous pouvons citer différentes classes biochimiques illustrées lors de
différentes études : les protéinases (Stepek et al., 2004), les alcaloides (Githiori et al., 2006), les
saponines (Deepak et al., 2002) ou bien les polyphénols et plus précisément les tanins condensés

(Barrau et al., 2005). Toutes ces molécules ont été associées a un impact anthelminthique sur
différentes classes de nématodes, méme si les molécules actives en cause sont souvent peu

identifiées (Brunet et al., 2008a) (Tableau 2).
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Tableau 2 : Quelques exemples d’études réalisées avec des plantes riches en métabolites secondaires (famille de

molécule, plante, étude in vitro ou in vivo, hote)

Molécules Nom des plantes Etude in Hoétes Références
bioactives vitro ou in
suspectées vivo
Cysteine- Carica papaya | In vitro et | Ovins, Caprins, | Hounzangbe-Adote, 2004
protéase (Papaye) in vivo
Alcaloides Azadirachta indica | In vivo Ovins Chagas et al., 2008
(Margousier, Neem)
Sesquiterpénes | Chicorium intybus In vitro et | Ovins, Bovins, | Marley et al., 2006 ; Pefa-
Lactones (Chicorée) in vivo Porcs Espinoza et al., 2016;
Williams et al., 2016
Triterpenes Calotropsis procera | In vivo Ovins Githiori et al., 2006
Alcaloides (Pommier de Sodome)
Anthraquinones | Terminalia glaucescens | In vivo Bovins Githiori et al., 2006
(Badamier glaque)
Saponines Tribulus terrestris In vitro / Deepak et al., 2002
Glucosides (Croix-de-Malte)
Tanins Lespedeza cuneata In vivo Ovins, Caprins | Terrill et al., 2007; Guijja et al.,
condensés (Sericea lespedeza) 2013; Kommuru et al., 2015
Tanins Hedysarium In vitro et | Ovins Athanasiadou et al.,, 2001;
condensés coronarium in vivo Pomroy et Adlington, 2006
(Sulla)
Tanins Onobrychis  viciifolia | In vitro et | Caprins, Ovins, | Paolini et al. 2003, Manolaraki
condensés (Sainfoin) in vivo Bovins et al.,, 2010 Novobilsky et al.,

2013; Saratsi et al., 2015;

Desrues et al., 2016a

Plusieurs méthodes de lutte peuvent étre envisagées afin de réduire la pression parasitaire :

= Changer les pratiques d’élevage (assainir les parcelles, paturage mixte, ...) et de gestion
du paturage

=  Améliorer la résistance de I'h6te (vaccination, sélection génétique, compenser les effets
délétéres sur les protéines en augmentant leur quantité dans la ration, ...)

= Modifier la biologie des nématodes (utilisation de plantes riches en métabolites
secondaires)

Dans le cadre de cette thése, c'est sur cette derniére approche qu'a porté notre attention, et sur
une plante en particulier : le sainfoin, riche en tanins condensés.
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4. Le sainfoin

4.1 Généralités

Le sainfoin (Onobrychis viciifolia, dérivant du grec dnos (ane) et brykein (dévorer) (Ortiz et
Smith, 2016)), est une plante Légumineuse (famille des Fabacea), introduite d’Asie en Europe au
15°™ siacle. Il était tres présent en France avant les années 1940s mais, sa culture a beaucoup
chuté a partir de la fin des années 1950s: Ainsi, malgré ses réels intéréts zootechniques et
agronomiques (fixation de I’azote atmosphérique), la culture du sainfoin est passée de 400 000 ha
en 1960 a 20000 ha en 1986 et presque plus rien aujourd’hui (Aufrere et al., 2013). Cette
réduction serait due a la diminution du nombre de chevaux de travail dans les fermes pour qui le
sainfoin était un fourrage privilégié, mais aussi a la mauvaise réponse du sainfoin a I'intensification
et a la recherche génétique qui s’est portée sur des plantes avec un rendement plus important.
Cependant, depuis quelques années, sa culture connait un intérét renouvelé (cf. partie 4.6).

Il existe deux types de sainfoin (19 variétés sont référencées en Europe dont 4 en France en
2010 (Hayot-Carbonero et al., 2011) :

= Le sainfoin simple (ou « common ») : Il est originaire d’Europe centrale. C'est le sainfoin a

une coupe. |l fleurit peu 'année du semis et fleurit deux fois par an ensuite.

= Le sainfoin double (ou « giant ») : Il est originaire du Moyen-Orient. C’est le sainfoin le plus

productif. Il fleurit I'année du semis puis deux a trois fois I'année suivante, permettant ainsi

plusieurs coupes.

4.2 Culture du sainfoin

Le sainfoin se cultive sur les sols calcaires (pH compris entre 6.6 et 8.0),
pauvres, séchants et peu profonds (Meyer-Jones, 2000). Un apport de
potassium dans les sols est nécessaire pour maintenir sa production (Koivisto
et Lane, 2001). C’est une plante supportant bien la sécheresse et le froid mais
qui est sensible a I'excés d’eau et au piétinement.

La plante mesure 50 a 70 cm de hauteur et contient environ 16 a 18 tiges par

plante, d’'un diameétre de 3 a 9 mm (Ortiz et Smith, 2016). Elle porte des

grappes de fleurs roses striées de blanc (Figures 6 et 7). Figure 6: Photo du sainfoin

(Source : P. Gombault)
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Son rendement varie entre 6,3 t MS/ha/an et 11,9 t MS/ha/an
(entre 10 et 20% inférieur aux rendements observés pour la
luzerne) (Peel et al., 2004; Kazuk, 2010).

a3 Figure 7 : Champ de sainfoin fauché pour préparation de fourrage
S (Source : P. Gombault)

Le sainfoin, faisant partie de la famille des Légumineuses, est capable d’établir des liaisons
avec des bactéries de la famille des Rhizobiaceae dans des nodules situés dans ses racines. Les
bactéries vont réduire I’azote de I'atmosphére en ammoniac dans les racines de la plante pour
synthétiser par la suite des acides aminés (Malisch et al., 2016). Il peut également créer des
liaisons avec des champignons mycorhiziens qui vont permettre a la plante d’obtenir une
résistance envers des infestations par des insectes par exemple, les champignons fournissant au

sainfoin du phosphate et des nutriments venant du sol (Malisch et al., 2016).

4.3 Composition du sainfoin

Sa composition chimique lui confére une bonne valeur alimentaire : la teneur moyenne en
matieres grasses du sainfoin sélectionné par Multifolia est de 2,2% et les teneurs moyennes en
azote sur le 1% cycle végétatif ont été relevées a 2,27% MS, soit 14,2% de protéines (Theodoridou
et al.,, 2011). La teneur en azote soluble est plus faible chez le sainfoin que chez d’autres
Légumineuses comme la luzerne (Niderkorn et al., 2016), ce qui est principalement expliqué par la
présence de TCs qui protegeraient la dégradation des protéines (22,1% d’azote soluble en
moyenne sur 3 variétés au 1% cycle chez le sainfoin vs. 43,6% pour la luzerne) (Theodoridou et al.,
2011). Cette teneur en azote soluble plus faible est donc associée a un plus haut taux de
protéines digestibles dans I'intestin (PDIA) (Waghorn, 2008).

C'est un fourrage appétant et apprécié par les ruminants (Hoste et al., 2005; Chung et al.,
2013). Méme si la raison de cette appétence est encore inconnue (Wang et al., 2015), la présence
de sucres au sein de la plante est suspectée dans ces effets appétents. Il a de nombreux avantages
sanitaires, d(is a sa teneur en tanins condensés, qui lui confére des effets antiparasitaires et
antimétéorisants.

Les tanins ont également des effets favorables sur I’environnement : la réduction de rejets
de méthane et autres gaz a effets de serre (Chung et al., 2013), moindre rejets azotés dans I'urine

au profit des féces (azote mobilisable) (Aufrére et al., 2013).
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Les tanins condensés du sainfoin sont un mélange de prodelphinidines et procyanidines,
répartis en général de la fagcon suivante en terme de pourcentage entre les deux classes de
polymeéres : 70% PDs et 30% PCs (Barrau et al., 2005; Quijada, 2015). Les poids moléculaires des
TCs contenus dans le sainfoin varient entre 1000 et 28000 Da (Foo et al., 1982; Stringano et al.,
2012). Le degré moyen de polymérisation est compris entre 6.5 et 9 (Quijada et al., 2015; Wang et
al., 2015).

4.4 Effets zootechniques et anthelminthiques du sainfoin

Des essais menés sur des vaches laitieres aux Pays-Bas ont montré que le remplacement
de 50% d’ensilage d’herbe par de I'ensilage de sainfoin (proposé a volonté) augmentait de 5% la
consommation alimentaire, de 10% la production laitiere et réduisait de 12% I’émission de
méthane et de gaz a effets de serre par kilo de lait produit (Huyen et al., 2016; Niderkorn et al.,
2016). Des données ont également été obtenues sur la prévention de la météorisation.

D’autres essais menés sur la qualité du lait de vache ont montré une augmentation de la
teneur en acide linoléique du lait et du fromage de vache nourries avec des granulés de sainfoin
(Girard et al., 2015). Lors d’un essai similaire, la viande d’agneau obtenue aprées avoir alimenté ces
animaux avec de l'ensilage de sainfoin, était plus riche en acide linolénique et en omégas 3
(Girard et al., 2016).

La consommation de sainfoin par des petits ruminants a également été associée a des
effets sur I'infestation par les coccidies (Saratsis et al., 2012) et surtout sur les infestations par les
nématodes gastro-intestinaux (Hoste et al., 2015). Ces effets anthelminthiques seront présentés
dans la partie 7.

Enfin, c’est également une plante mellifére: de mai a juillet, elle produit une grande

guantité de nectar, rendant la plante attractive pour les abeilles (Pellett, 1947; Ogle et al., 2007).
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4.5 Granulés déshydratés de sainfoin

L'exploitation du sainfoin pour ses propriétés nutritives et anthelminthiques peut se faire

sous différentes formes :

- Paturage : moyen le plus naturel d’exploiter les ressources riches en TCs pour les petits

ruminants (Valderrabano et al., 2010) ;

- Foin : donne aux éleveurs une plus grande facilité de stockage et d’utilisation des fourrages bio-
actifs avec peu d’impact sur la qualité et la teneur en TCs (Paolini et al., 2003; Heckendorn et al.,

2006) ;

- Ensilage : les études recensées avec cette forme de distribution n‘ont pas montré d’effets
négatifs sur la teneur en TCs du sainfoin et les propriétés AHs associées (Heckendorn et al., 2006;
Ojeda-Robertos et al., 2010; Theodoridou et al., 2010; Copani et al., 2014; Lischer et al., 2014;
Wang et al., 2015) ;

- Granulés : lls offrent la possibilité de cultiver le sainfoin dans les zones agricoles adéquates, de
I'inclure directement dans les aliments composés des rations des ruminants et de le caractériser
aisément avant distribution, puis de le transporter et le stocker facilement (Girard et al., 2013;
Desrues et al.,, 2016a). En revanche, les traitements technologiques nécessaires (haute
température et haute pression) peuvent provoquer une possible destruction des tanins et une
conversion des tanins de la forme libre (forme majoritaire) vers la forme liée (fixée aux protéines)
(Terrill et al., 1992; 2007; Minnée et al., 2002; Lorenz et Udén, 2011), mais aucune étude a ce jour
met en avant une possible réduction de l'activité anthelminthique liée a cette diminution ou

conversion des tanins.
v' Généralités

La déshydratation des fourrages est un mode de conservation de la plante par voie séche (ou
physique), au méme titre que le fanage ou la ventilation sous abri. Ce mode de conservation
s'oppose a la voie humide (ou microbienne) représentée par l'ensilage. Les procédés de
conservation par voie seche permettent de conserver des produits végétaux destinés a
I’alimentation animale, récoltés a des stades aqueux (Commission des Communautés Européennes

(CCE), 1980).
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La déshydratation se déroule selon trois étapes principales (CCE, 1980) (Figure 8) :

- Récolte du fourrage vert (contenant entre 75% et 85% d’humidité) et transport jusqu’a

I'unité de déshydratation

- Séchage dans la déshydrateuse, a I'aide d’'un courant d’air de basse température (50°C-

300°C pendant 1 a 4 h) ou de haute température (600°C-1100°C pendant 10 a 30 min)

- Conditionnement : broyage du fourrage sec, teneur en humidité inférieure a 13% (seuil

assurant une bonne conservation), et compactage par une presse a filiere. Le diametre de

cette filiere va définir la taille du granulé.
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Figure 8 : Schéma de la déshydratation depuis le champ jusqu’aux granulés (Source : coopérative Coopédom)

v" Avantages

Le principal avantage qu’offre la déshydratation en comparaison avec les procédés de
conservation par voie humide ou seche sans granulation est sa conservation et sa facilité de
transport. En effet, les produits déshydratés sont faciles a manipuler et leur densité volumique
élevée permet de stocker des tonnages importants dans de faibles surfaces. La densité volumique
d’un foin de luzerne en vrac est de 80 kg/m3, pour 850 kg/m3 pour des granulés (CCE, 1980).

Enfin, elle permet facilement I’analyse du produit avant distribution aux animaux.
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v" Inconvénients

Il est généralement admis que les méthodes de préservation par déshydratation peuvent altérer
la composition biochimique des fourrages, en causant I'oxydation des TCs et en réduisant ainsi
leur activité biologique, en fonction de la température, le temps d’exposition et les rayons ultra-
violets (Wolfe et al., 2008; Lorenz et Udén, 2011; Wang et al., 2015). Tous les processus incluant
un chauffage sont suspectés d’affecter la quantité de tanins et d’entrainer une conversion des
TCs de la forme extractible vers la forme liée (Terrill et al., 1992; Wolfe et al.,, 2008). Cette
conversion pourrait étre a 'origine d’une détérioration des propriétés anthelminthiques.

Lors du procédé de déshydratation, I'élévation de température que va subir la plante va
directement déshydrater la cellule et I'’eau présente dans la vacuole va s’évaporer, pouvant ainsi

laisser échapper des tanins (Lees et al., 1994).

v' Caractéristigues physiques et sensorielles des granulés

Les caractéristiques physiques et sensorielles d’un aliment vont jouer sur son acceptabilité par
I'animal et influencer la quantité consommée (Favreau-Peigné, 2015). Cette régulation de
I'ingestion par les sens de I'animal est définie comme la palatabilité, ou les caractéristiques de
I'aliment qui provoquent un appétit chez I'animal, notamment la texture, le go(t et I'odeur
(Baumont, 1996). Dans les études réalisées avec des granulés de sainfoin, cet aliment a toujours
été tres appétent pour les animaux. La présence de sucres au sein de la plante est suspectée

intrevenir dans cette bonne appétence.

4.6 Présentation de la filiere frangaise de déshydratation
Multifolia / Sainfolia

En France, le principal lieu actuel de culture du sainfoin se situe en Champagne crayeuse. En 2008,
une structure appelée Multifolia s’est créée de par la volonté de deux agriculteurs voulant ré-
introduire cette culture disparue des sols francais. Multifolia, aujourd’hui rassemblée sous une
coopérative nommeée Sainfolia et conseillée par la firme service MG2MIX, gére toute la filiere de
production de sainfoin : depuis la sélection des semences jusqu’a la déshydratation sous forme de
granulés de la récolte. En 2016, 55 producteurs sont impliqués dans le projet et Sainfolia compte
500 ha de sainfoin dans la Champagne crayeuse, en Bourgogne et dans le Périgord. En 2016, la
production de granulés déshydratés de Sainfolia s’est élevée a 4200 tonnes de granulés.
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5. Les tanins
5.1 Généralités

Les tanins sont des molécules d’origine végétale qui ont la faculté de rendre la peau
imputrescible (= la taner) en se fixant aux protéines et en la transformant en cuir (Bruneton,
2009). Ces molécules hautement polymérisées sont présentes dans tout le régne végétal,
principalement dans les vacuoles des plantes supérieures mais sont absents chez les animaux

(Hagerman et Butler, 1991; Mueller-Harvey et McAllan, 1992; Bruneton, 2009).

Ce sont des molécules issues du métabolisme secondaire des végétaux supérieurs, d'ou le
nom de métabolites secondaires, qui sont présents dans les vacuoles des plantes. Leur
production est augmentée lors d’une agression subie par la plante, comme par exemple |'attaque
par des bactéries, des champignons ou des nématodes (Feucht et Treutter, 1999). Des agressions
par des prédateurs (insectes, herbivores) conduisent également a une production de tanins de la
part de la plante (Mueller-Harvey et Mc Allan, 1992; Feucht et al., 1997). Les tanins produits par la
plante et consommés par les insectes induiraient des Iésions dans leur tube digestif (Ayres et al.,
1997). De plus, les tanins sont des substances astringentes et une présence excessive au sein

d’une plante la rend peu appétente et donc éloigne les herbivores (Jean-Blain, 1998).

Leur définition biochimigue est la suivante (Bate-Smith, 1973) : « composés phénoliques

hydrosolubles de poids moléculaire compris entre 500 et 3 000 Da, qui présentent des réactions
classiques des phénols, la propriété de précipiter les alcaloides, la gélatine et d’autres
protéines ». Le développement de méthodes d’analyse a ensuite permis d’identifier plus
précisément la structure des tanins : leur poids moléculaire peut s’étendre a 20 000 Da et ils sont

alors considérés comme des polyphénols de masse (Hagerman, 2002).

5.2 Les différentes familles

Les tanins font partie de la grande famille des polyphénols, au méme titre que des
molécules simples comme les acides phénoliques. De facon générale, ils comprennent un noyau
aromatique et un ou plusieurs groupements phénoliques. On distingue les tanins hydrolysables

et les tanins condensés.
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5.2.1 Tanins hydrolysables

Ce sont des oligo- ou poly-esters de sucre
(souvent le glucose) et de molécules d’acide phénolique
(Mueller-Harvey, 2006; Bruneton, 2009). Selon la nature

de I'acide phénol, ils sont sub-divisés en tanins galliques
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Figure 9 : Structure de base des tanins
hydrolysables

Leur poids moléculaire est généralement assez faible mais ils peuvent se coupler entre eux de

facon oxydative et ainsi augmenter considérablement leur taille (Mueller-Harvey, 2001).

by

Leur nom vient de leur propriété a s’hydrolyser (hydrolyse acide) dans le tractus digestif des

ruminants. Leurs produits de dégradation peuvent étre absorbés et sont alors souvent toxiques

pour les herbivores (Plumlee et al., 1998; Mueller-Harvey, 2001).

5.2.2 Tanins condensés

polyméres d’unités flavan-3-ols,

“CL L appartenant a la famille des flavonoides (Mueller-Harvey,

o B w o : N 2006; Bruneton, 2009). La structure chimique est basée sur un
: J OO = OH o | : systéme d’hétérocycles (Figure 10) qui sont liés par des liaisons
o & OH T on de type C-C (type B) ou C-O-C (type A) (Mueller-Harvey et Mc

OH

Figure 10 : Structure de base des tanins
condensés

oK Allan, 1992; Bruneton, 2009)

Les flavonoides sont répartis en six sous-groupes (flavonols, flavones, isoflavones,

flavonones, flavanols, anthocyanidines), auxquels il faut ajouter les néo-flavonoides, les aurones et

les catéchines (Bruneton, 2009). Leur poids moléculaire est plus important que celui des tanins

hydrolysables (1 000 a 3 000 Da) (Hagerman, 2012). Les familles de flavonoides présentes dans les

plantes varient selon la famille de la plante et est plus largement présente dans le regne végétal

que les tanins hydrolysables (Bruneton, 2009).
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Les TCs sont plus précisément définis selon (Mueller-Harvey et Mc Allan, 1992; Hagerman,
2002; Mueller-Harvey, 2006) :
= Les monomeres qui les constituent

= La position et la stoechiométrie (o ou B) de(s) la (les) liaison(s) interflavanique(s)

= Le degré de polymérisation (nombre de flavan-3-ols) : oligoméres (2 a 10 monomeres) ou

polymeéres (>10 monomeres)

= Le nombre de classes de flavan-3-ols dans la structure (homo ou hétéro-polymeéres)

v’ Structure bio-chimique des flavan-3-ols

Quatre classes de flavan-3-ols peuvent étre distinguées,

selon la position du groupement hydrogéne (H) ou du groupement

phénol (OH) aux positions R1, R2 et R3 (Figure 11). Ho = F N\

Figure 11 : Structure de base
d’un flavan-3-ol

Tableau 3 : Classes d’homopolymeéres de flavan-3-ols et position et nombre du groupement H ou O-H
Flavan-3-ol Classes d’homopolymeéres R1 R2 R3 Nombre de
fonctions OH
Catechol (C) Procyanidols (PCs) OH H H 5
Epicatechol (EC) Procyanidols (PCs) H OH H 5
Gallocatechol (GC) Prodelphinidols (PDs) OH H OH 6
Epigallocatechol (EGC) Prodelphinidols (PDs) H OH OH 6
Fisetinidinol Profisetinidols H H H 4
Robinetinidol Prorobinetinidols H H OH 5

Les monomeres de procyanidols se différencient des prodelphinidols car ces derniers
possedent un groupement OH en position R3. C'est cette position spécifique qui leur donne leur

tres forte affinité pour les protéines (Aerts et al., 1999; Schofield et al., 2001).
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v’ Structure bio-chimique des polyméres

Deux classes de polymeéeres se retrouvent de fagon majoritaire chez les végétaux

supérieurs : les procyanidines (PCs) et prodelphinidines (PDs) (Tableau 3) (Bruneton, 2009). Chez
certaines plantes comme le sainfoin (Marais et al., 2000), il est possible de rencontrer des hétéro-
oligomeéres, composés par exemple de catechol et d’epicatechol (procyanidines) ou de

gallocatechol et d’epi gallocatechol (prodelphinidines) (Bruneton, 2009).

Le degré moyen de polymérisation des TCs est tres variable. Il varie selon le stade

végétatif de la plante : plus la plante est mature, plus le degré de polymérisation et le ratio
PCs/PDs est élevé (Wang et al., 2015). Il varie également selon la quantité de tanins présente
dans la plante : plus la plante en contient, plus les polymeéres auront des poids moléculaires
faibles et donc plus le degré de polymérisation sera faible (Wang et al., 2015). Enfin, il varie selon
la plante elle-méme : les TCs du raisin comportent entre 2 et 7 monomeres (Prieur et al., 1994)
alors que ceux du sainfoin sont constitués de 6.5 a 9 monomeres (Quijada et al., 2015; Wang et al.,
2015). Cependant, certaines études ont recensé des TCs du sainfoin comprenant entre 13.1 et
73.7 monomeres (Novobilsky et al., 2011). Plus le degré de polymérisation est élevé, plus les
polyméres sont insolubles et donc leur analyse difficile, ainsi que leur activité biologique incertaine

(Mueller-Harvey, 2006).

Les tanins sont des molécules présentes dans tout le regne végétal, qui ont la capacité de
se fixer aux protéines. lls font partie de 2 familles :

= Les tanins hydrolysables: peuvent étre scindés dans le tube digestif des
herbivores : Les métabolites libérés peuvent étre absorbés, circulés dans le sang,
et s’avérés parfois toxiques pour I'animal.

= Les tanins condensés: appartiennent a la famille des flavonoides et sont
davantage recensés comme ayant des d’effets bénéfiques chez I'animal.

52



Elodie Gaudin | 2017

5.3 Propriétés des tanins
La famille des tanins présente des groupes hydroxyles et phénoliques. Cette structure
biochimique leur confére de nombreuses propriétés telle que leur aptitude a complexer certaines

macromolécules (notamment les protéines, des glucides, voire des ions métalliques) (Mueller-

Harvey et Mc Allan, 1992).

5.3.1 Propriétés physico-chimiques des tanins

Ce sont des molécules solubles dans l'eau. Cette solubilité dépend de leur poids
moléculaire et de leur degré de polymérisation (Jean-Blain, 1998; Bruneton, 2009). Les tanins
sont également solubles dans I'acétone et les alcools, c’est pourquoi de nombreuses solutions

d’extraction sont préparées a base d’acétone-eau ou de méthanol-eau (Makkar, 2000).
5.3.2 Propriétés biologiques des tanins

- Formation de complexes avec les protéines

IIs peuvent se fixer a de nombreuses protéines et former des complexes dans une gamme de pH
comprise entre 3.5 et 7.0 (Zimmer et Cordesse, 1996; Mueller-Harvey, 2006). Ces complexes
peuvent étre rompus dans I'abomasum (pH<3,5) ou dans lintestin gréle (pH>7,0) (Jones et
Mangan, 1977). Les tanins permettent également de créer des « ponts » avec les protéines, sans
formation de complexes, favorisant ainsi leur précipitation (Bruneton, 2009).

Le degré de complexation entre les tanins et les protéines dépend de leur structure et de leur
configuration tridimensionnelle respectives (Mueller-Harvey et Mc Allan, 1992; Waterman, 1999;
Poncet-Legrand et al., 2006). La complexation sera favorisée avec des tanins d’'un PM assez faible
et des protéines de conformation « ouverte », d’'un PM élevé (> 20 kDa) et riches en acides
aminées hydrophobes (exemples: proline et hydoxy-proline). La formation de ces complexes
dépend également des conditions environnementales (pH, température, force ionique, présence
de molécules compétitrices), et sera favorisée dans un environnement proche de leur pH
isoélectrique (Mueller-Harvey et Mc Allan, 1992; Zimmer et Cordesse, 1996; Hagerman, 2002). De
plus, I'affinité des tanins pour les protéines augmente lorsque le degré de polymérisation est plus
élevé (Theodoridou et al., 2011) et lorsque la plante contient une proportion de PDs plus

importante (Jones et al., 1976).
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Deux types de complexes peuvent se créer, de surface (pH proche de 7) ou irréversible (liaisons
covalentes formées autour des points isoélectriques des protéines, soit inférieur a 7) (Jones et

Mangan, 1977).

- Inhibition d’enzymes

Les tanins peuvent inactiver des enzymes, par fixation directe aux sites actifs de I’enzyme, par
I’encombrement stérique créé par la fixation des molécules de tanins sur les enzymes, ou par

interférence avec le substrat potentiel de nature protéique (Zimmer et Cordesse, 1996).

- Activité anti-oxydante

Cette activité est due aux fonctions phénoliques des tanins, présentant un fort caractére
nucléophile et piégeant les radicaux libres (Feucht et al., 1997; Bruneton, 2009), qui sont des
molécules chimiques instables et réactives, perturbant le processus de réplication de I’ADN et
induisant des mutations cancérigenes. Les activités antimutageénes et anticancérigénes attribuées

aux tanins sont donc a relier a leur activité antioxydante (Barbehenn et al., 2006).

- Effet antiseptique

Les tanins présentent des allégations d’effets antimicrobiens (Chung et al., 1998) et antifongiques
(Bruneton, 2009) et sont ainsi reconnus comme antiseptiques dans la pharmacopée médicale

(Bruneton, 2009).

- Effets anthelminthiques

Les tanins ont également des effets anthelminthiques de par leurs effets sur les nématodes gastro-
intestinaux (Hoste et al., 2016). Ce sont ces effets qui nous intéressent dans le cadre de cette

thése et seront détaillés dans la partie 7.

On retrouve deux principales classes de polyméres au sein des tanins condensés : les
prodelphinidines et les procyanidines.

Les tanins présentent différentes propriétés :
= Physicochimiques : solubilité dans I’eau, les alcools et I'acétone.
= Biologiques : formation de complexes avec les protéines, inhibition d’enzymes,
activité antioxydante (en piegeant les radicaux libres), activité antiseptique
(antifongique, antimicrobienne) et activité anthelminthique.
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5.4 Plantes riches en tanins

5.4.1 Plantes contenant des tanins hydrolysables

Les THs peuvent étre retrouvés chez des plantes angiospermes dicotylédones telles que
les Fagacea (chataigner), Anacardiacea et Geraniaceae (Bruneton, 2009). En revanche, les tanins
hydrolysables (THs) ne sont pas présents chez les Gymnospermes et les Monocotylédones (Jean-

Blain, 1998).
5.4.2 Plantes contenant des tanins condensés

Dans le regne végétal, les TCs sont plus largement répartis que les THs (Jean-Blain, 1998)
puisqu’ils sont présents chez les angiospermes et chez les gymnospermes (Bruneton, 2009).

Les Fabacea (Légumineuses), comprennent de nombreuses plantes riches en TCs,
contenant des TCs entre 2 a 5 % de la MS : Onobrychis viciifolia (sainfoin), Hedysarum coronarium
(sulla), Lotus pedunculatus et corniculatus (lotier pédonculé et corniculé). D’autres espéces en
contiennent de faibles quantités (ex : Medicago sativa L., la luzerne) (Bruneton, 2009).

La présence de TCs dans de multiples Légumineuses tropicales comme par exemple Acacia
mearnsii ou Lysiloma latisiliquum, a permis I’exploitation de ces plantes locales afin de réduire les
infestations parasitaires de petits ruminants (Cenci et al., 2007; Brunet et al., 2008b).

Enfin, des co-produits de l'industrie de l'alimentation humaine issus notamment des
especes de la famille des Bétulacea comme la noisette (Corylus avellana) contiennent des TCs (Del

Rio et al., 2011; Desrues et al., 2012; Girard et al., 2013).

Lotier corniculé Sulla Sericea Lespedeza Sainfoin

Figure 12 : Exemples de Légumineuses riches en TCs
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5.5 Facteurs de variations de la teneur en tanins condensés

- L'espece végétale ou la variété (facteurs intrinseques)

Selon les familles botaniques et variétés, des variations de teneurs en tanins entre les plantes ont
été observées (Mueller-Harvey, 2006; Stringano et al., 2012).

La famille des Légumineuses est par exemple une famille botanique trés variable en termes de
teneur et de nature des tanins présents au sein de ses espéces. Certaines plantes sont considérées
sans tanins comme par exemple la luzerne alors qu’on pourra en retrouver plus de 100 fois plus

dans le sainfoin (Marais et al., 2000).

De méme, au sein d’'un méme genre, des différences entre deux espéces peuvent étre
remarquées : le lotier pédonculé contient entre 16 et 80 g de TCs/kg MS (Foo et al., 1997; Copani,
2015) alors que le lotier corniculé en contient entre 8 et 47 g/kg MS (Foo et al., 1996; Copani,
2015). Au sein d’'une méme plante, des variations de la teneur en TCs ont été observées selon les
variétés, comme par exemple chez le sainfoin (Manolaraki, 2011; Malisch et al., 2015).

Selon la partie de la plante, les teneurs en TCs sont également variables : plus de PCs ont par
exemple été retrouvés dans la tige du sainfoin alors que les feuilles contenaient plus de PDs

(Theodoridou et al., 2010; Malish et al., 2015).

Des facteurs génétiques, le stade végétatif et I’age de la plante peuvent aussi influencer la teneur
en TCs (Kotze et al., 2009; Theodoridou et al., 2011; Azuhnwi et al., 2013ab; Grabber et al., 2014).
Lors de la croissance de l'appareil végétatif, il a été observé une dilution des tanins, un
changement de la quantité et de la qualité des tanins présents dans les feuilles (comme par
exemple une augmentation du degré de polymérisation), ainsi qu'une augmentation du degré de
polymérisation des tanins (Makkar et al., 1991). De la méme facon, le pourcentage de
prodelphinidols est passé de 60% a 95% au cours de la maturation dans le sainfoin (Koupai-

Abyazani et al., 1993).

- L'environnement (facteurs extrinséques)

L’environnement de culture de la plante, comme par exemple I'année de récolte, différant selon

les conditions météorologiques, peut impacter la quantité de tanins (Medjekal, 2016).
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Le stress est le facteur extrinseque influengant le plus la teneur en tanins d’une plante, puisque la
production des tanins est augmentée en réponse a un stress nutritif, environnemental (hydrique,
appauvrissement du sol, ou ensoleillement trop fort) (Bennick, 2002) ou a une agression par des

insectes (Feucht et al., 1997).

Enfin, les processus technologiques tels que la récolte (la coupe) ou les différents modes de
conservation comme le séchage a I'air libre, la déshydraration ou I'ensilage peuvent également
impacter la composition en polyphénols (Azuhnwi et al., 2011). Les modes de conservation a haute
température (ensilage ou déshydratation sous forme de granulés) peuvent conduire a une plus
forte conversion des tanins de la forme libre vers la forme liée aux protéines (Terrill et al., 1992;

2007; Minnée et al., 2002; Lorenz et Udén, 2011).

Les tanins condensés sont des métabolites présents dans de nombreux végétaux supérieurs.

A la différence des tanins hydrolysables (seulement présents chez les angiospermes
dicotylédones), les TCs sont également présents chez les gymnospermes. Au sein des
angiospermes, ils sont notamment largement présents au sein des Légumineuses, y compris
tropicales, et dans divers co-produits industriels.

Leur teneur varie selon I'espéce végétale (notamment les familles botaniques et les variétés), les

organes de la plante, le stade végétatif, I'environnement de culture, les processus technologiques
(récolte, fanage, ensilage ou déshydratation) et selon les stress que va subir la plante.
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6. Méthodes de dosage des tanins

Les tanins sont des molécules formant des structures complexes, et leur dosage précis est
souvent délicat. Des méthodes spécifiques permettent de doser les TCs. Des revues des années
2000 listent ces méthodes (Mueller-Harvey, 2001; Huemmer et Schreier, 2008; Salminen et
Karonen, 2011). Des méthodes plus récentes ont été développées pour but améliorer I'analyse des
tanins (Grabber et al.,, 2013; Engstrom et al.,, 2014; Zeller et al., 2015). Paralléllement, des
méthodes simples de dosage des tanins totaux existent depuis longtemps fondées sur leurs
propriétés physico-chimiques ou biologiques. Dans le cas du sainfoin, comme chez toutes les
légumineuses tempérées, tous les tanins présents sont des TCs (Brunet, 2008). Dans ce cas, les

méthodes de dosage des tanins totaux correspondent au dosage des TCs.

6.1 Dosage des tanins condensés par des méthodes
spécifiques

Les TCs peuvent étre libres dans la plante ou fixés aux protéines, rendant leur analyse plus
délicate. Une fois les liaisons rompues et les TCs extraits, différentes méthodes colorimétriques

peuvent les doser:

- La méthode a la vanilline (spécifique des flavanols, Hagerman, 2002) dépend de la réaction de la
vanilline avec le groupement flavonoide terminal des TCs formant des complexes colorés (Makkar,

2000; Schofield et al., 2001).

- La méthode du butanol-HCI (Porter et al., 1986), spécifique des TCs, est basée sur la réaction de
dépolymérisation des TCs en milieu acide, libérant des anthocyanidines, correspondant aux
monomeres clivés (Schofield et al., 2001; Grabber et al., 2013). C’'est la méthode de dosage des

TCs la plus utilisée (Makkar, 2000; Schofield et al., 2001; Hagerman, 2002).

- La thiolyse (méthode basée sur le clivage des liaisons interflavaniques en présence d’un
nucléophile, Mueller-Harvey, 2006) couplée a une HPLC, permet de quantifier les TCs, de
déterminer le degré de polymérisation moyen des TCs, la nature des monomeres terminaux et
méme la proportion de flavan-3-ols, de PDs et de PCs (Engstrom et al., 2014; Zeller et al., 2015).

Elle est donc plus précise que la méthode butanol-HCl par exemple.
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- L'analyse en spectrométrie de masse ou par RMN (Résonance Magnétique Nucléaire) permet

d’analyser des extraits ou fractions de TCs (Schofield et al., 2001; Zeller et al., 2015).

6.2 Dosage des tanins par des méthodes simples

6.2.1 Méthode biochimique de Folin-Ciocalteu

Elle utilise le réactif de Folin-Ciocalteu, spécifique des phénols. Elle se décompose en deux
étapes de dosages colorimétriques successifs : elle dose premiérement les phénols totaux puis,
apres ajout de PolyVinyl PolyPyrrolidone (PVPP) qui se lie aux tanins présents dans I'extrait, elle
permet d’obtenir la proportion de phénols non-tanniques d’un extrait acétonique (Folin et Denis,
1915; Makkar, 2000; Mueller-Harvey, 2006; Rover et Brown, 2013). La teneur en tanins totaux

peut étre déterminée par différence entre les phénols totaux et les phénols non-taniques.

6.2.2 Méthodes biologiques

Elles se basent sur les propriétés biologiques des TCs :

- Méthodes basées sur I'inhibition d’enzymes (trypsine par exemple) (Schofield et al., 2001).

- Une méthode basée sur la propriété des tanins a réduire la production de gaz lors de

fermentations anaérobies (Makkar et al., 1995; Makkar, 2000; Mueller-Harvey, 2006).

6.2.3 Méthode de précipitation des protéines

La méthode de Diffusion Radiale est basée sur la propriété des tanins a se fixer aux
protéines. L'extrait de la plante a tester est placé au sein d’un puits dans un gel d’agarose et son
pouvoir de complexation avec les protéines est mis en évidence par la formation de cercles de

précipitation dans ce gel (Hagerman, 1987; 2002; Mueller-Harvey, 2006).

6.2.4 Dosage des tanins totaux par la spectroscopie en milieu
infra-rouge proche

v’ Généralités

La technique de spectroscopie en proche infra-rouge (SPIR), située entre les longueurs
d’ondes 10° et 2.5 x 10° du spectre électromagnétique (Figure 13), est aujourd’hui trés utilisée
dans les entreprises fabriquant des aliments, afin d’analyser a faible co(t et de facon rapide et
automatisée des produits solides ou liquides.
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Figure 13 : Régions du spectre électromagnétique et longueurs d’onde correspondantes

La méthode SPIR repose sur le principe de mesure de la réflexion (ou de I'absorbance) de la
lumiére par des objets (les échantillons de plantes). Les spectres récoltés vont permettre d’établir
une équation de calibration, par la mise en relation des spectres avec des données chimiques

d’une méthode de laboratoire de référence (Siesler et al., 2002; Dykes et al., 2014).

v Appareil

L'appareil peut étre un systeme multicanal, un Mivois Foce
filtre factoriel, un photometre a filtre, un , Miroir mobile

R . _ . Source LR. A
spectrometre a réseau, a filtre acousto-optique (ﬁ //

) o

7 2 . by . "-_r'" /
réglable, a barrette de diodes, a diodes Lame //
. . \ \ separatrice ° f—p
électroluminescentes ou encore un spectrometre a X
transformée de Fourier, incluant un interféromeétre Echantillon |
de Michelson : le rayon lumineux en direction de 1 Detecteur
I’échantillon peut prendre deux trajets optiques Figure 14 : Fonctionnement du

spectromeétre a transformée de Fourier

différents, une interférence peut donc se créer. S,
! P (Source : Université Claude Bernard, Lyon)

Le rayon lumineux émis par la source va frapper un miroir ou lame séparatrice transmettant 50%

de l'intensité lumineuse et réfléchissant 50% de I'intensité restante (Figure 14) (Derouault, 1994).

L'appareil infrarouge proche va permettre d’acquérir des données spectrales d’absorption des
molécules présentes dans les produits analysés. La radiation qui sera émise et entrera en contact
avec I'échantillon pourra étre absorbée, réfléchie ou transmise (Fatela, 2012). L'intensité de ces
radiations incidentes (lg) sera égale a la somme des intensités des radiations transmises (l1),

absorbées (I4) et réfléchies (Ig) : lg= I+ + Ia + Ig.
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v" Spectre d’absorption

Lorsqu’un échantillon est soumis a la lumiére infrarouge, il va absorber dans ce rayonnement, a
des longueurs d’onde comprises entre 780 et 1400 nm. L’absorption de chaque échantillon
permet la caractérisation de I’échantillon : I'absorption est typique de ses liaisons chimiques et
physicochimiques (voir figure 15 les groupements chimiques présents pour le spectre du sainfoin).
En revanche, a la différence des spectres récoltés en région infra-rouge moyen, il est difficile
d’interpréter des spectres acquis dans l'infrarouge proche : les pics d’absorptions énergétiques se

chevauchent et rendent ainsi |’assignation difficile (Giordanengo et al., 2009).
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Figure 15 : Spectre d’un échantillon de sainfoin en région infra-rouge récolté par un spectrophotometre, et ses
absorptions caractéristiques (overtone = oscillation harmonique)

v" La chimiométrie

C’est la science permettant d’extraire de I'information caractérisant les spectres (Fontanges et
Chauchard, 2009). Elle comprend des méthodes statistiques qui permettent de transposer des
informations obtenues, via la chimie, sur des échantillons. Un nombre conséquent de données
spectrales est nécessaire afin de prédire de facon la plus précise possible la valeur des échantillons
ultérieurs.

Deux méthodes sont utilisées (Bertrand et Dufour, 2000; Adu-Amankwa et al., 2011) :

- La régression linéaire, reliant une variable quantitative Y (que I'on cherche a prédire) a des
variables x (correspondant a I'absorbance, a une longueur d’onde donnée).
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- La méthode Partial Least Squares (= méthode des moindres carrés) comprend 3 étapes :

- Les données spectrales vont permettre de générer des composantes principales qui seront
combinées pour reconstruire les spectres d’étalonnage.

- Lanalyse des moindres carrés va comparer les valeurs prédites avec les valeurs de
références, engendrant, apres régression, le vecteur de régression.

- Pour tout spectre d’un nouvel échantillon récolté, le vecteur de régression précédemment
obtenu sera multiplié aux nouvelles données spectrales, permettant de prédire
I’échantillon.

v" Utilisation de la spectroscopie proche infra-rouge en agriculture

Les premiers essais ont été répertoriés avec des analyses de fourrages (Norris et al., 1976).

De nombreux constituants ont ainsi été prédits par la SPIR :
- humidité est la plus dominante, due a ses absorptions caractéristiques (1870-1945 nm
et 1430-1450 nm) (Roberts et al., 2004).
- Les protéines, avec des prédictions précises (R? > 0.95), dues aux fortes absorptions N-H
dans la région infrarouge proche (Mc Graw et Marten, 1986; Roberts et al., 2004).
- Les glucides, fibres, cendres (Gossen et al., 1994; Givens et Deaville, 1999).

La digestibilité et |I'énergie métabolisable ont également déja été prédites via la SPIR (Redshaw et

al., 1986; Windham et al., 1991).

En revanche, dans les fourrages (a I'inverse des grains), les lipides sont peu souvent prédits, d( a
de faibles teneurs et a une variabilité faible, ce qui rend difficile le développement des équations.
De méme pour les minéraux, les résultats sont souvent de moins bonne précision, en raison de la

non absorption des minéraux dans la région infra-rouge (Van Kempen, 2001).

Des études ont déja conduit au développement de calibrations permettant de prédire la teneur
en tanins condensés de différentes plantes comme le lotier (Roberts et al., 1993), le sorgho
(Dykes et al., 2014), Lathyrus spp. (Goodchild et al., 1998), sericea lespedeza (Windham et al.,
1988; Petersen et al., 1991; Wheeler et al., 1996), Pinus caribaea (Adu-Amankwa et al., 2011), ou
diverses plantes méditerranéennes (Mancilla-Leytdn et al., 2014).

Certaines études ont également permis d’évaluer les capacités antioxydantes de mais ou de miels

de différentes origines botaniques (Redaelli et al., 2016; Tahir et al., 2016).
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Il existe une grande diversité de méthodes, plus ou moins sophistiquées permettant I'analyse des
polyphénols et plus précisément des tanins condensés.

Certaines méthodes sont spécifiques des TCs comme la méthode au Butanol-HCI mais longues a
mettre en ceuvre.

La méthode biochimique de dosage de tanins totaux Folin-Ciocalteu est non spécifique des TCs.
La méthode de précipitation avec les protéines par diffusion radiale se base sur les propriétés
des tanins a se fixer aux protéines. Elle indique le niveau de complexation des TCs avec les
protéines mais ne quantifie qu’indirectement les TCs présents.

Enfin, la technique de spectroscopie en milieu infra-rouge proche permet d’établir des équations
de calibration qui pourront prédire les valeurs de nouveaux échantillons de facon rapide.
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7. Effets des tanins condensés chez les animaux parasités
et sur les nématodes gastro-intestinaux

7.1 Généralités

A l'inverse des THs, peu d’études recensent une toxicité aigué suite a l'ingestion par
I'animal de TCs (Butter et al., 1999). Ce sont essentiellement des effets négatifs sur I'appétit et
I'ingestion, sur la physiologie digestive (diminution de la digestibilité de I'aliment) et sur la
production qui ont été observés avec une consommation excessive de ressources trés riches en
TCs (> 10% de la MS de la ration) (Aerts et al., 1999; Min et al., 2003; Mc Sweeney et al., 2008).

A des doses plus modérées, de nombreuses études ont mis en évidence plusieurs effets
bénéfiques des tanins condensés. Un apport faible a modéré (< 10% de la matiére séche) a été
associé a des effets favorables sur I'ingestion des aliments (Waghorn et al., 1987; Terrill et al.,
1992), a une moindre protéolyse ruminale (Aerts et al., 1999; Min et al., 2003) et a une réduction
de la production de méthane et d’ammoniaque (Animut et al.,, 2008; Niderkorn et al., 2016)
associée a un meilleur taux de protéines digestibles dans I'intestin (Waghorn, 2008). En terme de
productions, des études ont relevé une meilleure croissance, et une meilleure qualité de viande
et de lait (plus fort taux d’'omégas 3 et d’acide linoléique), ou de laine (augmentation de la

guantité et de la qualité de la toison) (Rochfort et al., 2008; Girard et al., 2015; 2016).

La suite de cette partie sera focalisée sur les effets anthelminthiques des tanins condensés
chez les petits ruminants. Bien que les mécanismes précis ne soient pas encore clairement
identifiés, les effets des TCs sur les nématodes Gls des petits ruminants sont largement étudiés
depuis une vingtaine d’années (Niezen et al., 1996; Hoste et al., 2016).

Les principales plantes d’intérét dans ces études ont été les Légumineuses fourragéres comme
sericea lespedeza (Lespedeza cuneata), le sulla (Hedysarum coronarium) ou le sainfoin (Onobrychis
viciifolia). Leurs propriétés AHs ont été de nombreuses fois démontrées (Hoste et al., 2012; 2015;
2016). Récemment, des plantes tropicales et des co-produits de l'industrie de I'alimentation
humaine, comme par la noisette (Corylus avellana), a teneurs intéressantes en TCs, ont été utilisés
dans des études réalisées sur des caprins et ovins (Cenci et al., 2007; Desrues et al., 2012; Girard
et al., 2013; Oliveira et al., 2013; Costa-Junior et al., 2014). Le r6le précis des tanins dans les effets
observés a été déterminé a I'aide d’inhibiteurs de tanins comme le polyéthylene glycol ou le

PolyVinyl PolyPyrrolidone (PVPP) (Brunet et al., 2008b).
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Les études réalisées avec les plantes contenant des tanins condensés ont montré des effets
sur les trois principaux stades du cycle de vie des nématodes (Hoste et al., 2016) :

- Larves infestantes L3s : une moindre installation des L3s chez I'hote a été observée chez les

animaux consommant des plantes riches en TCs (Mupeyo et al., 2011).

- Vers adultes : une diminution d’ceufs par gramme de féces a été observée chez les animaux
consommant des plantes contenant des TCs, reliée a une diminution du nombre de vers et/ou
une moindre fertilité des vers femelles (Costa-Junior et al., 2014; Kommuru et al., 2015).

- (Eufs: un moindre développement des ceufs en larves a été observé chez les animaux

consommant des plantes contenant des TCs (Shaik et al., 2006).

7.2 Effets in vitro des tanins condensés sur la biologie des
nématodes

Afin de vérifier |'effet anthelminthique de plantes riches en tanins condensés, des tests in
vitro destinés a différents stades parasitaires sont disponibles (Tableau 4 et Figure 16). lls
émanent de tests développés pour mesurer |'efficacité des AHs chimiques (Wood et al., 1995).

Tableau 4 : Tests in vitro utilisés afin d’évaluer I’activité anthelminthique de ressources riches en tanins condensés :
stades et action ciblés sur les vers (Source : Jackson et Hoste, 2010; Hoste et al., 2016)

Tests Stades Action sur les vers Références
ciblés
EHA : Egg Hatch Assay CEufs Eclosion Hernandez-Villegas et al., 2011
Vargas-Magafia et al., 2014
LDIA : Larval Development CEufs 2> Développement des Molan, 2014
Inhibition Assay L3s ceufs en L3 Anthanasiadou et al., 2001
LFIA : Larval Feeding Larves L1 Alimentation des L1s Desrues et al., 2016b
Inhibition Assay Novobilsky et al., 2011; 2013
LMIA : Larval Migration Larves L3 Mobilité des L3s Calderén-Quintal et al., 2010
Inhibition Assay Alonso-Diaz et al., 2008ab; 2011
LEIA : Larval Exsheatment Larves L3 Dégainement des L3s Quijada, 2015; Quijada et al., 2015
Inhibition Assay Klongsiriwet et al., 2015
AMIA : Adult Mobility Adultes Mobilité et viabilité Hoste et al., 2009
Inhibition Assay des vers adultes Paolini et al., 2004
IVDC : In Vitro Direct Larves L3 Pénétration des L3 Brunet et al., 2008a
Challenge dans la muqueuse Jackson et al., 2004
abomasal
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Figure 16 : Stades des nématodes ciblés par les tests in vitro et relation avec le cycle biologique (AMIA = Adult Mobility
Inhibition Assay ; EHA = Egg Hatch Assay ; LFIA = Larval Feeding Inhibition Assay ; IVDC = In Vitro Direct Challenge ;
LMIA = Larval Migration Inhibition Assay ; LEIA = Larval Exsheatment Inhibition Assay

Les concentrations de TCs utilisées pour ces tests in vitro ont été calculées par référence a
des concentrations observées in vivo (Terrill et al., 1994; Molan et al., 2002).
En revanche, les résultats in vitro ne prennent pas en compte l'influence de I'immunité des

animaux et de leur statut physiologique et une vérification in vivo est donc nécessaire.

Plusieurs tests in vitro permettent d’explorer I'effet perturbant des tanins sur différents
stades des vers. Seuls certains essais (LFIA, LEIA, EHA) permettent le calcul de la dose
d’inhibition a 50% (EC50).

7.3 Effets in vivo des tanins condensés sur la biologie des
nématodes

Les études in vivo réalisées afin de vérifier I'effet des TCs sur le parasitisme Gl des petits
ruminants peuvent se dérouler en conditions expérimentales controlées ou lors d’infestations
naturelles (Hoste et al., 2016). Elles sont basées sur différentes espéces parasites et les
ressources sont proposées sous différentes formes. Le tableau 5 recense quelques études
réalisées avec diverses plantes riches en TCs qui ont montré des effets positifs sur les infestations
parasitaires d'ovins et de caprins et la figure 17 recense les stades de nématodes ciblés par ces
tests in vivo et la variabilité des résultats obtenus selon les études.
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Tableau 5 : Exemples d’études in vivo réalisées avec des plantes riches en TCs (G = Granulé ; F = Fourrage ; P =

Péricarpe ; Fe = Feuille ; E = conditions expérimentales contrdlées ; N = infestations naturelles, O = Ovins, C = Caprins,

H. c = H. contortus ; T. c = T. colubriformis ; Te. c = T. circumcincta ; C. o = C. ovina ) (Source : Hoste et al., 2016)
Ressource et Forme | Condi- | HOGte | Parasite Durée Principaux Référence
famille -tions d’administration résultats
botanique des plantes
Pistache Fe E C T.c 24 j OPG réduits Landau et al.,
(Pistacia Te.c 2010
lentiscus) C.o
Anacardiacae
Noisette P E C H.c 14 Réduction des Desrues et al.,
(Corylus T.c OPG, de I 2012
avellana) installation des
Betulacae L3 etde fertilité
des @ H.c
Lotier pédonculé F E 0 T.c 42 j OPG réduits, Niezen et al.,
(Lotus Te.c moins de vers 1998
pedunculatus) femelles Te.c
Fabacea
F E H.c 7 sem OPG réduits, Shaik et al., 2006
T.c moins de L3s et
Te. c de vers adultes
Sericea
H.c
lespedeza
H.c 28 j OPG réduits, Kommuru et al.,
(Lespedeza
cuticules des 2015
cuneata)
vers
endommagées
Fabacea
N C H.c 6 sem OPG réduits, Terrill et al.,
T.c moins de vers 2009
Te.c adultes et de L3s
Sainfoin E 0 H.c 6 sem OPG réduits, Arroyo-Lopez et
(Onobrychis T.c moins de vers al., 2014
viciifolia) H.c, moindre
fertilité des @ H.c
Fabacea
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Figure 17 : Résumé des principaux effets constatés sur les divers stades des nématodes in vivo et variabilité des
résultats observés

7.4 Mode d’action des tanins sur les nématodes gastro-intestinaux

7.4.1 Effet direct

L’hypothése d’une action directe due aux propriétés intrinseques des TCs (Min et al., 2003;
Hoste et al., 2006) a été émise en raison des résultats des essais fonctionnels in vitro, pour
lesquels aucun facteur lié a I'animal n’interfere. Cette hypothése a été confortée par la mise en
évidence en conditions in vitro, et in vivo via l'utilisation de méthodes de microscopie
électronique a transmission ou a balayage, des lésions affectant divers tissus des nématodes
(cuticule, tube digestif) apres contact avec des plantes riches en TCs (Martinez-Ortiz de
Montellano et al., 2013; 2015; Williams et al., 2014; Hoste et al., 2016). La capacité des TCs a
former des complexes avec les protéines et glycoprotéines de la gaine des larves infestantes, de
la cuticule ou de I'épithelium digestif des vers adultes expliquerait en partie ces effets directs
(Molan et al., 2002; Min et al., 2003; Hoste et al., 2006) en perturbant le dégainement, la mobilité
des vers ou leur nutrition (Brunet, 2008).

Des études in vivo ont confirmé cet effet par observation des muqueuses intestinales

(Athanasiadou et al., 2001; Brunet et al., 2008b).
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7.4.2 Effet indirect

Les TCs pourraient également agir de maniére indirecte sur la biologie des nématodes, en
améliorant la réponse immunitaire de I’hote, notamment grace a leur réle protecteur contre les
dégradations ruminales des protéines, qui favorisent un flux de PDIA, I'absorption intestinale
d’acides aminés et donc entraine une amélioration de la nutrition protéique et de la réponse
locale de I'h6te dans les muqueuses (Coop et Kyriazakis, 1999; Hoste et al., 2012; Tedeschi et al.,

2014).

7.5 Effets des tanins condensés sur la résilience des animaux

De nombreuses études citées précédemment ont également étudié |'effet des TCs sur la
résilience des petits ruminants. Pour résumer, de maniéere générale, les résultats suivants ont été
observés (Hoste et al., 2016) :

- Meilleurs parametres de production : meilleure croissance des agneaux (Niezen et al.,

1996) ou plus forte production de lait (Hoste et al., 2005) ;

- Diminution des signes d’anémie (si infestation par des parasites hématophages) (Paolini

et al., 2005) ;

- Moins de mortalité (Min et al., 2005).

Ces effets sur la résilience sont a mettre en paralléle au moins en partie avec la qualité nutritive
des Légumineuses fourragéres, pouvant améliorer les performances (Githiori et al., 2006). En
effet, la teneur en protéines et les effets de protection des TCs vis-a-vis des dégradations
ruminales (augmentation du taux de PDIA) peuvent avoir participé aux effets observés (Waghorn,

2008). Les mécanismes expliquant cette meilleure résilience demeurent mal connus.

7.6 Variabilité des effets

7.6.1 En fonction du parasite

La plupart des essais in vitro mettant en ceuvre plusieurs especes de parasites ont conclu a
des résultats différents selon I'espéce parasite. Pour une méme concentration d’un extrait de
sainfoin par exemple, une inhibition de la migration des L3s d’H. contortus et de T. colubriformis a
été observée mais pas de T. circumcincta (Paolini et al., 2004). Cette variabilité pourrait s’expliquer

par des différences intrinséques de sensibilité des nématodes Gls aux TCs (Quijada et al., 2015).
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In vivo, des conclusions similaires ont été exposées (Shaik et al., 2006). De nombreux essais
ont relevé des divergences sur les résultats selon les espéces intestinales ou abomasales
(Athanasiadou et al., 2001; Paolini et al., 2003; 2005). Cette variabilité des résultats s’explique par
des différences de disponibilité des TCs libres selon I'organe digestif ou ils sont localisés, jouant
un réle sur I'exposition des vers aux TCs (Quijada, 2015; Desrues et al., 2016b). La disponibilité des
TCs sous forme libre est dépendante du pH : I'acidité de I'abomasum favoriserait la libération des
TCs fixés aux protéines salivaires ou alimentaires pour les libérer comme tanins libres et qu’ils
aillent ensuite potentiellement se fixer sur les nématodes gastro-intestinaux (Hoste et al., 2016).

Dans la majorité des études, H. contortus ou plus généralement les espéces abomasales, se
sont montrées plus sensibles aux tanins que T. colubriformis et d’autres espéces intestinales
(Molan et al., 2004; Paolini et al., 2004; Quijada et al., 2015), méme si des réponses spécifiques

différentes ont été observées en fonction de la qualité des tanins condensés (Quijada, 2015).

Des résultats différents selon le stade parasitaire du ver en question ont également été
observés avec un méme aliment riche en TCs.
In vitro, les L3s semblent plus sensibles aux TCs que les vers adultes. Un extrait de sainfoin a par
exemple inhibé la migration larvaire mais pas la mobilité des vers adultes de T. colubriformis
(Paolini et al., 2004).
In vivo, le quebracho (tanins condensés issus de I'écorce de l'arbre du méme nom, Schinopsis
quebracho-colorado) a induit une diminution de l'installation des L3s de T. colubriformis et T.
circumcincta alors gu’il n’a eu aucune incidence sur les vers adultes (Paolini et al., 2003). Des
résultats similaires ont été observés pour un régime a base de sulla sur T. circumcincta
(Tzamaloukas et al., 2005).
Ces différences de sensibilité peuvent s’expliquer par des spécificités biologiques propres a

chaque stade parasitaire, influencant le mode d’action des TCs sur ces stades.

7.6.2 En fonction de la ressource riche en tanins condensés et de son

mode d’utilisation

In vitro, de nombreuses études suggerent que les effets observés dépendent de la
concentration en tanins et polyphénols (Molan et al., 2000; Paolini et al., 2004; Hoste et al., 2015)
et a la nature des TCs présents dans la ressource comprenant leur structure, dépendant
principalement des liaisons inter-flavaniques, et leur composition biochimique ou la nature des

monomeres (Molan et al., 2002).
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Ces facteurs varient selon (cf. 5.5) 1/ la plante elle-méme ou sa variété ; 2/ les organes de la
plante ; 3/ le stade de croissance ; 4/ I'environnement et 5/ les process technologiques (Hoste et

al., 2016).

In vivo, les études disponibles montrent que la dose réelle de TCs a apporter dans la ration
va dépendre de la quantité et de la qualité des tanins présents dans la matiére premiére, de la
guantité d'aliment ingérée par I'animal, de la méthode d’analyse permettant la quantification des
TCs (la valeur obtenue étant différente selon la méthode et la standard utilisés) et de la présence
d’autres métabolites secondaires comme des flavonoides (Lyman et al., 2008; Vargas-Magaia et

al., 2014; Klongsiriwet et al., 2015).

La durée minimale durant laquelle introduire (proposer dans la ration) les plantes riches en
TCs a été estimée a 7 jours chez les chévres (Min et al., 2005; Luginbuhl et al., 2013) et entre 14 et
35 jours chez des agneaux (Burke et al., 2012ab). Les effets semblent disparaitre 14 jours aprés
suppression des TCs dans la ration (Burke et al., 2012b). Cette nécéssité d’une durée minimale de
plusieurs jours s’explique par le besoin d atteindre des concentrations en TCs suffisantes dans les
divers organes du systéeme digestif des animaux parasités, et ainsi d’exposer les parasites a ces
composés bioactifs (Hoste et al., 2016).

Deux modes de distribution ont été envisagés : en continu (Gujja et al., 2013) ou en cures
sur de courtes périodes a intervalles réguliers (Paolini et al., 2005), la cure ayant montré des

effets plus importants sur la réduction de I'infestation.

Les périodes les plus propices a la distribution pourraient étre calquées sur les modes de
distribution stratégiques (ou préventifs) des AHs de synthése : quelques semaines aprés la sortie
au paturage des animaux afin de réduire les infestations et la contamination des

parcelles (Leathwick et Besier, 2014).

7.6.3 Utilisation combinée avec d’autres ressources riches en

tanins condensés

De récentes études ont analysé l'utilisation combinée de plusieurs ressources riches en
TCs afin d’augmenter la quantité de TCs proposée aux animaux ou de combiner I'action de

différents types de TCs pour optimiser les effets AHs (Hoste et al., 2016).
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La plupart de ces études ont montré un effet synergique entre 'association de sainfoin et de
noisette (Girard et al., 2013), de feuilles de figuier (Figus infectoria) et de goyavier (Psidium
guajava) (Pathak et al., 2013), de sainfoin et de féveroles (Vicia faba) (Werne et al., 2013) et de

sericea lespedeza et d’écorce de pin (Pinus taeda) (Wright, 2015).

7.6.4 Utilisation combinée avec un anthelminthique de synthése

Peu d’études recensent les interactions entre des ressources riches en TCs et des AHs de
synthése. De récentes études ont mis en avant un effet synergétique entre la consommation de
genévrier (Juniperus pinchotti) et I'efficacité de I'ivermectine (Armstrong et al., 2013; Whitney et

al., 2013).

In vivo, les plantes riches en tanins condensés peuvent étre proposées au paturage, sous
forme de fourrage frais ou séché, sous forme d’ensilage ou de granulés.

Les résultats ont monté un effet des tanins condensés sur :
e les ceufs : moindre développement des ceufs en larves
e leslarves L3 : diminution du nombre
e les vers adultes : diminution de la quantité d’ceufs excrétés (due a une diminution du
nombre de vers et/ou de la fertilité des vers femelles).

Une amélioration de la résilience des animaux a été observée dans la majorité des cas.

Une variabilité de réponse a été observée en fonction de I’'h6te (ovin ou caprin), du
parasite (espéece et stade), de la ressource riche en tanins utilisée (quantité et qualité des
tanins et quantité et durée de distribution des TCs dans la ration), ou de son utilisation avec
d’autres ressources riches en TCS ou avec un anthelminthique de synthéese.
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8. Consommation des plantes riches en tanins par les
animaux

Les chapitres précédents ont illustré I'importance des tanins dans le monde végétal, et
leurs effets chez les herbivores et les parasites, mais également I'ingestion des nutricaments par
les animaux. Ce chapitre vise a comprendre si les animaux peuvent augmenter leur ingestion de

tanins afin d’en tirer profit pour améliorer leur bien-étre ou leur santé.

8.1 Définition de ’'automédication

L'observation de comportements d’automédication chez les animaux remonte a plusieurs
siecles. Par exemple, la consommation d’herbe par les chiens afin de se faire vomir lorsqu’ils font
face a une douleur digestive a été observée dés le IV¥™ siécle avant notre ére par Aristote (Morel,
2015). Chez les herbivores, ces observations remontent au vIeme siecle, ou des bergers éthiopiens
ont constaté que la consommation de baies sauvages, lors de périodes ou leurs chévres étaient
épuisées, les stimulaient. Ces constatations auraient été a l'origine de la découverte du café

(Huffman, 2003).

Les observations de I'utilisation de plantes par les animaux ont poussé les chercheurs en
éthologie a s’intéresser a ce domaine et a développer une démarche expérimentale pour analyser
les variations de comportement des différentes especes, au dela des anecdotes et des
observations empiriques (Clayton et Wolfe, 1993; Krief et Hoste, 2014). La notion
d’automédication est apparue suite a la découverte par les scientifiques que des animaux
consommaient certaines plantes, pas seulement en raison de leurs propriétés nutritionnelles ou
de leur appétence, mais parfois pour leurs bienfaits sanitaires ou de confort. On peut préciser ici
gue ces situations ou une plante posséde a la fois une valeur nutritionnelle et une valeur

médicinale complique la mise en évidence d'un comportement d'automédication (cf. section 8.4).

La premiere définition de l'automédication a été donnée par le chercheur américain Eloy
Rodriguez et le primatologue anglais Richard Wrangham en 1993 (Rodriguez et Wrangham, 1993).
IIs ont appelé ce phénomene la zoopharmacognosie, ou I'utilisation de plantes, par les animaux,
ayant des propriétés médicinales, pour traiter ou prévenir des maladies (Rodriguez et Wrangham,

1993).
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D'un point de vue évolutif, la préservation de la santé est un principe de base de la survie
(Huffman, 2003). Parfois, les adaptations physiologiques et les réponses immunitaires, souvent
colteuses pour I'animal (de Roode et al., 2013), ne sont pas suffisantes et une modification du

comportement doit étre mise en place (Huffman, 2003; Choisy et de Roode, 2014).

Les comportements d’automédication ont été les plus largement explorés chez les primates
(Wrangham et Nishida, 1983; Carrai et al., 2003). Mais faisant suite aux recherches dans ce
domaine, ils ont été observés chez d’autres mammiféres (Villalba et al. 2010), des oiseaux (Clark et
Russel Masson, 1985) et méme des insectes (Lefevre et al., 2010; Milan et al., 2012).

Aujourd’hui la notion d’automédication est principalement associée a l'utilisation de plantes
aux propriétés antiparasitaires (Lozano, 1998; Choisy et de Roode, 2014) mais l'utilisation de

plantes aux propriétés antibiotiques est également référencée (Christe, 2014).

Le concept d’automédication a d’abord été illustré par des observations directes réalisées sur
les animaux dans leur milieu naturel. Dans ce cadre, pour qu’un comportement reléve de
I’automédication animale, un certain nombre de critéres ont été identifié (Clayton et Wolfe, 1993;
Singer et al., 2009; de Roode et al., 2013) :

- Le comportement doit étre associé a un état sanitaire amoindri, une maladie ou un mal-

étre ;

- Il doit impliquer |'utilisation ou la consommation d’une plante ou d'une substance dotée de

propriétés médicinales avérées ;

- 1l doit étre observable dans I’environnement naturel de I'individu ;

- 1l doit contribuer a améliorer la fitness de I'individu malade ;

Ces conditions semblent principalement adaptées pour définir une automédication curative (cf.
partie 8.2.2), mais elles sont considérées comme similaires dans le cas d'une automédication
préventive (cf. partie 8.2.1), a la différence que pour cette derniére, c'est le risque d'infestation

plutdt que l'infestation elle-méme qui induit la réponse comportementale (de Roode et al., 2013).

L'automédication peut également étre évaluée par des mesures réalisées en conditions
expérimentales (exemple : tests de libre choix de consommation ou évaluation de la motivation a
consommer un aliment). Elle est souvent plus difficile a mettre en évidence que dans le milieu
d’origine de I'animal, celui-ci n’interagissant pas avec son milieu naturel (Messner et Wrangham,

1996).
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8.3 Types d’automédication

8.1.1 Automédication prophylactique ou préventive

Dans le cas d’un comportement d’automédication prophylactique (ou préventive) I'animal
va consommer ou utiliser une plante, un aliment ou une substance pour prévenir un mal-étre.
Dans cette situation, les individus ne présentent pas de signes de maladie. lIs utilisent I'aliment ou
la substance afin d’éviter un possible mal-étre futur (Hart, 2005), notamment lors d’un fort risque
de maladie (y compris de parasites), mais non en réponse directe a la présence de pathogenes
(Lozano, 1998; Castella et al., 2008; de Roode et al., 2013).

Les études mettant en avant la consommation de plantes dans un but prophylactique sont assez
rares, ce qui peut s'expliquer par la difficulté d’établir un lien entre un comportement donné et la
réduction de I'occurrence d'une maladie dans le futur, celle-ci n’étant pas présente chez I'animal
au moment ou il va utiliser la plante (Phillips-Conroy, 1986; Hart, 2005). Une autre difficulté est le

fait de pouvoir affirmer que I'animal est sain au moment ou il exprime le comportement.

Néanmoins, certains comportements semblent relever d'une automédication
prophylactique. Ainsi, des études menées chez des oiseaux ont montré que des étourneaux
incorporent certaines plantes fraiches riches en métabolites aux propriétés pharmacologiques
dans leurs anciens nids afin de réduire la prévalence des pathogénes dans le nid (Clark et Russel
Masson, 1985; Fauth et al., 1991; Gwinner et al., 2000). La plante la plus retrouvée dans ces
études est Solidago rugosa qui contient des sesquiterpénes 2-bornyl acétate et du farnésol, qui
ont la propriété de diminuer la fertilité des ectoparasites (Clark et Russel Masson, 1985).

Chez les mammiferes, il a été observé chez les femelles sifaka (Propithecus verreauxi verreauxi),
une espéce de Iémuriens de Madagascar, une consommation spécifique de plantes riches en
tanins pendant la période du péri partum (Carrai et al., 2003). Cette consommation réguliére sur
de courts repas, de plantes que les autres membres du groupe ne consomment pas, reléverait
selon les auteurs d'un comportement d'automédication prophylactique. Cela permettrait aux
femelles, pendant cette période a risque (forts besoins physiologiques et baisse d'immunité liés a
la fin de la gestation et a la lactation), de prévenir les carences en protéines grace a l'action de

complexation des tanins aux protéines, et ainsi d'assurer leur reproduction.
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8.1.2 Automédication thérapeutique ou curative

Dans le cas d’'un comportement d’automédication thérapeutique (ou curative), I'animal va
utiliser ou consommer une plante, un aliment ou une substance suite a un malaise (Choisy et de
Roode, 2014). L'automédication thérapeutique est plus facile a repérer que Il'automédication
prophylactique et certains scientifiques ne définissent I'automédication que sur la base des

processus curatifs (Singer et al., 2009).

De nombreuses études recensent des cas d’automédication thérapeutique, chez
différentes especes animales et en utilisant comme modele soit des molécules de synthese soit
des ressources contenant des composés bioactifs naturels. Pour ne citer que quelques exemples,
I’automédication curative a été observée chez différentes espéces :

Chez les oiseaux, une étude a montré que des poulets atteints de boiteries ont consommé 1,5 fois
plus d’un anti-inflammatoire de synthese proposé a volonté (le carprofen, un anti-inflammatoire
non stéréoidien aux propriétés analgésiques qui améliore la mobilité), que les poulets sains
(Danburry et al., 2000).

Chez les mammiféres, les animaux qui ont été les plus étudiés et qui ont montré des capacités
d'automédication sont les grands singes. Des chimpanzés, des bonobos et des gorilles ont été vus
avalant des feuilles entieres rugueuses du genre Aspilia, sans les macher (Wrangham, 1977,
Wrangham et Nishida, 1983; Huffman, 1997). Elles étaient ensuite retrouvées entiéres dans les
feces suggérant qu'elles n'étaient pas consommées pour leur valeur nutritionnelle. Les animaux
consommaient ces plantes lorsqu’ils étaient infestés par des nématodes (dans 83% des cas)
(Huffman, 1997). L'analyse des féces qui contenaient a la fois des vers et des feuilles d'Aspilia a
montré que les vers étaient soit accrochés a la surface de la feuille, soit emprisonnés dans la
feuille repliée. De méme, le "bitter pith chewing", a été proposé comme un cas d'automédication
thérapeutique : des chimpanzés souffrant du paludisme ont consommé des tiges ameres de
Vernonia amygdalina (Huffman et Seifu, 1989; Huffman, 1997). Ces tiges contiennent 1) des
aglycones qui sont efficaces pour lutter contre le paludisme, ou des amibiases, et 2) elles
contiennent également des lactones sesquiterpéniques qui auraient des propriétés
anthelminthiques, antiamibiennes, antitumorales et antibiotiques (Jisaka et al., 1992; Ohigashi et

al., 1994).
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Ces deux exemples illustrent donc I'hypothése que l'ingestion non-nutritionnelle de certaines
plantes aide les grands singes a contrOler leurs infestations parasitaires et leur procure un

soulagement vis-a-vis des troubles gastrointestinaux associés (Huffman, 1997).

L’automédication préventive (ou prophylactique) est |'utilisation d’une plante, d'un aliment
ou d'une substance par un animal, pour prévenir un mal-étre. D'un point de vue évolutif, ce
type de comportement devrait étre favorisé lorsque le risque d’apparition de la maladie est
fort et prévisible (Choisy et de Roode, 2014).

L’automédication curative (ou thérapeutique) est I'utilisation d’une plante, d'un aliment ou
d'une substance par I'animal suite a une géne, par exemple pour atténuer un mal-étre. D'un
point de vue évolutif, le développement de ce type de comportement devrait étre favorisé
dans des situations ou la mise en place d'un comportement prophylactique serait trop
colteuse, c'est-a-dire quand le risque d'apparition de la maladie est faible et imprévisible
(Choisy et de Roode, 2014). Elle est plus facile a repérer dans les études que
I'automédication prophylactique. Plusieurs études relatent des cas d’automédication
thérapeutique chez les mammiferes, des oiseaux ou des insectes.

8.2 Les mécanismes sous-jacents a I'automédication

Avant toute chose, la condition nécessaire pour qu'il y ait le développement d'un
comportement d’automédication est la présence de caractéristiques particulieres et de composés
bioactifs dans la plante ou la substance, qui servent de marqueur a I'effet médicinal (Hart, 2005). Il
peut s’agir de caractéristiques physiques comme |'aspect d'une plante (ex: rugosité) ou de
caractéristiques chimiques comme la présence de composés bioactifs (ex : tanins, go(t astringent
ou amer). L'automédication, qui se mett en place suite au repérage de ces marqueurs par I'animal,
proviendra alors d’un processus de sélection naturelle (ou d’adaptation du phénotype = origine

évolutive) ou d'un processus d’apprentissage (Hart, 2005; Singer et al., 2009).

L'automédication d’origine évolutive se mettrait en place via un processus de sélection
naturelle qui favoriserait les individus ayant une prédisposition a utiliser une plante ou une
substance aux propriétés médicinales, en augmentant ainsi leur reproduction et leur survie (Hart,

2005).
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Cette prédisposition a utiliser une plante donnée procurerait un avantage évolutif aux individus
qui la possedent, que ce soit de facon préventive (on parle alors de "genetically fixed self-
medication") ou curative ("phenotypic plasticity" ou "adaptive plasticity" - Hart, 2005; Singer et al.,
2009; Choisy et de Roode, 2014). Le comportement conduisant a utiliser ou a consommer une
plante ou une substance serait alors basé sur une modification de la sensibilité des animaux aux
marqueurs responsables de I'effet médicinal, lorsque le risque sanitaire est plus important
(automédication prophylactique) ou lorsque I'animal est malade (automédication thérapeutique).
Ceci a par exemple été mis en évidence chez les chenilles de certains papillons de nuit
(Grammia geneura et Estigmene acrea) qui changent leur sensibilité gustative aux alcaloides
pyrrolizidines, normalement peu appétents, lorsqu'elles sont parasitées afin d’accéder a une

défense chimique via ces composés toxiques (Bernays et Singer, 2005).

L'automédication acquise est basée sur un processus associatif (apprentissage avec
renforcement) permettant a I'animal de faire un lien entre l'ingestion d’un aliment et une
amélioration de son état, de mémoriser cette relation et de I'utiliser ultérieurement (Hart, 2005;
Provenza, 1995). L’hypothése est que les animaux sont capables de sélectionner un aliment pour
ses vertus médicinales, de la méme fagon qu’ils le font pour palier a un déséquilibre alimentaire
ou pour éviter des substances toxiques (Richter, 1943; Kyriazakis et Oldham, 1993; Wang et
Provenza, 1996; Ginane et al., 2005, Villalba et Provenza, 2007). Cette hypothéese de processus
d’apprentissage parait donc essentiellement réaliste pour une automédication thérapeutique.
Lozano (1998) considere que la modification du régime alimentaire habituel pour intégrer des
substances médicinales dans le cas d'une automédication thérapeutique, requiert de
I'intentionnalité et donc nécessairement un comportement appris. Inversement, certains auteurs
privilégient 'origine évolutive de fagcon plus ou moins marquée. Choisy et de Roode (2014) par
exemple traitent dans leur article la mise en place d'une automédication curative vs. préventive,
mais sans jamais parler d'apprentissage. Singer et al. (2009) considérent que I'apprentissage n’est
pas forcément nécessaire dans la mise en place d’'un comportement d’automédication. Hart
(2005), considere que l'automédication thérapeutique ne peut pas se faire via un processus
d'apprentissage, notamment en raison du délai souvent long entre l'ingestion de la substance
médicinale et les effets ressentis, du nombre d'aliments différents consommés et de la difficulté

d'associer I'amélioration de I'état au bon aliment.
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Enfin, il existerait deux types d’apprentissage : l'apprentissage individuel ou chaque
individu apprend a partir de ses propres essais et erreurs, et |'apprentissage social ou, par
exemple, I'animal imitera sa mere; évitera un aliment rendant malade ses congénéres ou
cherchera a consommer un aliment exploité par ses congéneres, y compris pour des vertus
sanitaires.

Ces deux phénomenes ne sont pas exclusifs, I'apprentissage individuel pouvant étre complété par

I’apprentissage social (Hart, 2005; Choisy et de Roode, 2014).

Pour gqu’il y ait développement d’'un comportement d’automédication, la plante doit
contenir des caractéristiques physiques ou chimiques servant de marqueur a ['effet
médicinal (Hart, 2005).

Deux hypotheses ont été formulées pour expliquer le développement de comportements
d’automédication : la sélection naturelle (modification de la sensibilité aux marqueurs)
et/ou par un processus d’apprentissage.

8.3 Modifications quantitatives du comportement : cas de
plantes médicinales qui ont aussi une valeur nutritionnelle

Il a été établi que le comportement des animaux va déterminer quelles sont les plantes

consommeées, en quelle quantité et quels en sont les composés actifs (Gonzalez-Pech et al., 2014).

Comme nous l'avons vu précédemment, I'automédication est définie comme I'utilisation
par les animaux de plantes ou de substances ayant des propriétés médicinales, pour traiter ou
prévenir des maladies (Rodriguez et Wrangham, 1993). Les cas les plus démonstratifs de cette
aptitude sont ceux qui relatent I'utilisation ou la consommation d’un aliment habituellement évité,
comme l'ingestion de Vernonia ou d'Aspilia chez les chimpanzés (Huffman, 1997), ou de plantes
riches en alcaloides chez les chenilles parasitées (Bernays et Singer, 2005). On peut alors parler de
modifications qualitatives du comportement, un nouvel aliment étant introduit dans le régime de
I'individu. En revanche, les modifications quantitatives du comportement, e.g. 'augmentation de
I'ingestion d’un aliment déja présent dans le régime de I'animal, sont plus difficiles a mettre en
évidence et a rapprocher d'un comportement d'automédication. En effet, on peut facilement
argumenter que cette modification est due a la variabilité aléatoire du régime alimentaire (Singer
et al.,, 2009). De plus, la difficulté de mesure des composés ingérés rend cette modification

guantitative délicate a déceler.
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Egalement, une des difficultés dans la mise en avant de comportements d’automédication
avec des plantes nutritionnelles réside dans le fait que les composés actifs présents dans les
plantes sont associés a des nutriments. Il est alors parfois complexe de différencier I’attribution
des effets obtenus aux composés actifs ou aux nutriments de I'aliment. En revanche, apporter aux
animaux des plantes combinant propriétés médicinales et valeurs nutritives (nutricaments) peut
favoriser la consommation de composés secondaires par I'animal, qui pourrait étre sinon peu
enclins a les consommer.

Cependant, un certain nombre de cas d’automédication recensent de telles modifications
guantitatives du comportement (Huffman, 2003; de Roode et al., 2013). Les quantités
consommées de la plante en question, et plus précisément celle de ses composés actifs (Villalba et
Provenza, 2007) doivent donc étre prises en compte afin d’étudier leur role dans les effets
observés. En effet, c'est souvent la dose qui fait I'effet (Plotkin, 2000; Huffman, 2003) et la dose

eme

seule fait le poison (Paracelse, XVII™"" siécle). Les métabolites secondaires, produits davantage par
la plante suite a un stress subi comme l'arrivée d’'un prédateur, de conditions météorologiques
difficiles ou de traitements mécaniques (Mueller-Harvey et Mc Allan, 1992; Feucht et al., 1997),
peuvent avoir des effets toxiques chez I’'animal (Plotkin, 2000; Villalba et Provenza, 2007). Cet
équilibre entre effets bénéfiques (médicinaux) et négatifs (toxiques) a mené au développement de
la théorie des compromis (ou trade-off), selon laquelle les herbivores font face a des compromis
entre l'ingestion de métabolites secondaires et la présence de pathogénes. Les animaux font

I'expérience des bénéfices et risques de I'ingestion d’'un aliment et le consomment en plus ou

moins grande quantité (Hutchings et al., 2006).

La consommation d’un aliment habituellement évité et/ou I'augmentation de I'ingestion
d’un aliment riche en métabolites secondaires déja présent dans le régime alimentaire de
I’'animal sont des signes suggérant des comportements d’automédication.

Il semble que les herbivores peuvent également faire des compromis entre les effets
bénéfiques (curatifs) et négatifs (toxiques) de la plante.
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8.4 ’automeédication en élevage
8.4.1 Intéréts de I'automédication en élevage

v Amélioration du bien-étre animal

Le bien-étre animal en élevage prend une part de plus en plus importante dans les
préoccupations des citoyens et dans les programmes de recherche. La santé est liée au bien-étre
et donner la possibilité aux animaux d'exprimer des comportements d'automédication pourrait
permettre a chaque individu de "gérer" son état de santé, en ajustant son comportement y
compris potentiellement lors d’états sub-cliniques asymptomatiques.

La condition nécessaire serait alors de leur donner acces a une diversité de ressources
alimentaires et non-alimentaires aux propriétés variées (Engel, 2006). Cette diversité participerait

également a enrichir I'environnement au-dela des effets médicinaux potentiels.

v' Intégration d’une agriculture et médecine vétérinaire durables

Avec une demande de produits animaux de plus en plus importante, I'agriculture a di se
tourner vers l'utilisation de produits de synthése pour y répondre (Durmic et Blache, 2012).
Aujourd’hui, I'utilisation parfois démesurée de ces produits a conduit a des situations sanitaires
irréversibles et les consommateurs souhaitent maintenant une agriculture limitant les traitements
chimiques, que ce soit au niveau de I'animal ou des prairies. Si les herbivores domestiques sont
capables de sélectionner des aliments aux propriétés anthelminthiques lorsqu'ils sont parasités,
cela permettrait de réduire les traitements chimiques, afin notamment de maintenir des
populations refuges sensibles et limiter le développement de résistances (Jackson et Miller, 2006).
Cela permettrait aussi de mieux cibler les individus a qui administrer un traitement
anthelminthique (Villalba et Provenza, 2007). Un changement de comportement général et plus
particulierement alimentaire, pourrait en effet étre utilisé comme indicateur d'un animal en

souffrance.
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8.4.2 Capacités d’automédication des ruminants

Les études sur les capacités d'automédication des ruminants, et notamment Ia
consommation volontaire de plantes contenant des métabolites secondaires chez des moutons ou
chevres parasités ont commencé dans les années 2000s. Certaines équipes travaillant sur le sujet
ont émis I'hypothése que les petits ruminants peuvent éviter les effets toxiques des tanins
condensés et peuvent augmenter leur consommation d'aliments riches en tanins lorsqu’ils sont
parasités par des nématodes gastro-intestinaux (Villaloa et al., 2006). Les processus cités
précédemment sur les moyens d’acquisition des comportements d’automédication (modifications
évolutives) seraient également valables pour les herbivores d’élevage, a condition que ces
capacités innées n’aient pas été réduites par des décennies de sélection pour des objectifs de
production.

= Diminution des effets toxigues des tanins condensés

Les premiers travaux se sont intéressés
aux composés secondaires des plantes mais pas
en raison de leurs propriétés anthelminthiques.

A forte dose ces composés, comme les tanins

Intake of PEG, g

condensés, induisent des effets négatifs et sont

évités par les animaux. Dans une étude de

Provenza et al. en 2000, I'hypothése testée était

que les agneaux étaient capables de Day

sélectionner du polyéthyléne glycol (PEG, qui se Figure 18: Ingestion de PEG chez des agneaux
. . L o recevant ad libitum (de 9h a 17h) un aliment
fixe aux tanins et en réduit les effets négatifs) contenant 0, 5, 10, 15, ou 20% de tanins. D'aprés

lorsqu'ils recoivent un aliment riche en tanins. Provenzaetal. 2000.

Les résultats montrent que les animaux augmentent leur consommation de PEG, de fagcon dose-
dépendante en fonction de la quantité de tanins dans la ration (Figure 18). Ils ont donc bien percu
les effets bénéfiques du PEG et ont été capables d'ajuster la quantité a ingérer, relativement a la

sévérité de leur malaise.
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En 2006, Villalba et al. ont testé la capacité

Préférence pour "médicaments” (%)

70

d'agneaux a sélectionner trois substances (bentonite
80 1
sodique, PEG, phosphate dicalcique) leur permettant
50 A

40 chacun d'améliorer différents états de malaise induits
30 - par l'ingestion d'aliments spécifiques riches en

20 7 céréales, en tanins ou en acide oxalique. Aprés une

période de conditionnement pendant laquelle les

Neutre Céréales Tannin Acide oxalique

animaux ont pu associer les effets bénéfiques de

Régimes

chaque substance pour chaque malaise spécifique

Figure 19: Préférence d’agneaux pour trois associé, ils ont provoqué les trois malaises et ont
substances (gris clair: bentonite sodique ; gris
foncé: PEG; rayé: phosphate dicalcique)
permettant de diminuer le malaise induit | oq résultats présentés sur la figure 19 montrent que,
respectivement par l'ingestion d'un aliment

riche en céréales, en tanins ou en acide méme s'il y a toujours une consommation des 3

oxalique. D'apreés Villalba et al. 2006.

proposé aux agneaux le choix entre les 3 substances.

substances, la préférence est cohérente avec le

malaise induit.

= Utilisation des tanins condensés comme antiparasitaire

Si I'on considere les études qui se sont intéressées a la consommation volontaire de tanins
chez des animaux parasités par les nématodes gastro-intestinaux, plusieurs d’entre elles ont mis
en évidence une plus grande consommation de tanins par les animaux parasités, corrélée a une
diminution des OPG (Lisonbee et al., 2009; Martinez-Ortiz-De-Montellano et al., 2010; Amit et al.,
2013; Villalba et al., 2010). Certaines ont également montré que cette plus grande consommation
était bien due a [linfestation, puisqu'elle n'était plus observée aprés un traitement

anthelminthique (Juhnke et al., 2012).

En dehors du cadre expérimental, des bergers pastoraux Ougandais ont relevé des
comportements qu'ils observaient chez leurs animaux (chévres, bovins, ovins et anes
majoritairement) (Gradé et al., 2009). Les conditions pour considérer un comportement
d'automédication étaient que I'animal devait sembler malade, qu'il exprimait un comportement
inhabituel, que les symptomes étaient améliorés aprés ce comportement, et que ce

comportement cessait une fois I'animal en meilleure santé.
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Environ 70% des 124 observations satisfaisaient ces critéres, 30% concernaient des problémes
parasitaires (internes et externes) et la majorité des comportements d'automédication étaient
basés sur l'utilisation de plantes par les animaux. La plante la plus mentionnée était Albizia

anthelmintica, une plante aux propriétés anthelminthiques.

Selon les études, les modifications d'ingestion et de préférences étaient plus ou moins marquées.
Ainsi, Villalba et al. (2010) ont observé une tendance a ce que des agneaux parasités expriment
une préférence plus marquée que leurs congéneres non parasités pour de la luzerne enrichie avec

10% de tanins de quebracho.

En revanche, dans une étude utilisant une

Légumineuse naturellement riche en tanins

of fresh plant [g)
w
w
o

(Lysiloma latisiliquum, 5.5% de TCs), il a été noté

une ingestion de cette plante significativement [2 i

~m—TNi

plus importante chez les agneaux parasités que

chez les non-parasités (Martinez-Ortiz-de-

29 30 31 32 33 34 35 36

Montellano et al., 2010; Figure 20).

Days postinfection

Figure 20: Ingestion journaliere de Lysiloma latisiliquum
chez des agneaux infestés avec Haemonchus contortus
(T1) ou non infestés (TNI). D'aprés Martinez-Ortiz-de-
Montellano et al. 2010.

Ces exemples illustrent le potentiel qu'ont les ruminants d'élevage pour s'automédiquer. lls
montrent également qu'un comportement d'automédication peut étre basé sur un processus
d'apprentissage, méme s'il semble qu'une période de "conditionnement", c'est-a-dire une période
pendant laquelle on aide I'animal a associer I'aliment riche en tanins et les effets anthelminthiques

soit facilitante (Villalba et al., 2010; Juhnke et al., 2012).

Les études s'intéressant aux capacités d'automédication des ruminants concernent
essentiellement I'automédication curative, sans doute car elle est plus facile a mettre en évidence.
L'automédication préventive est cependant suggérée par certains auteurs. Ainsi Amit et al. (2013),
qui ont étudié les réponses a l'infestation par les NGls de deux races de chévres (Mamber et
Damascus), ont proposé une relation entre la propension initiale a consommer des aliments riches

en composés secondaires et la sélection volontaire de ces aliments en cas de parasitisme.
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Lorsqu'ils offraient le choix entre du foin et Pistacia lentiscus (aux propriétés anthelminthiques),
les chevres Mamber parasitées avaient une préférence pour P. lentiscus plus importante que les
chevres de la méme race non parasitées. En revanche, ce comportement ne se retrouvait pas chez
les chevres Damascus. Les auteurs ont proposé que les chévres Damascus, qui consomment
facilement P. lentiscus, |'utilisaient de facon prophylactique tandis que les chévres Mamber,
réticentes a consommer cette plante initialement, peuvent la sélectionner de fagon
thérapeutique. Ce résultat suggere des trade-offs subtils entre les roles d'aliment — toxine —

remede pour ces plantes bioactives.
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Objectifs

Les études évaluant les effets de plantes contenant des métabolites secondaires tels que les
tanins condensés sur le parasitisme gastro-intestinal des petits ruminants deviennent de plus en
plus nombreuses, comme indiqué dans I'introduction de cette thése. En effet, le développement
de résistances envers toutes les classes d’anthelminthiques de syntheése chez les nématodes
parasites des petits ruminants impose de s’orienter vers de nouvelles méthodes de lutte. Certains
élevages font méme face a des situations de multi-résistances, rendant ainsi la gestion du
parasitisme quasi impossible via des traitements chimiques (Van Wyk et al., 1997; Chandrawathani
et al., 2004; Cezar et al., 2010). De plus, les préoccupations des consommateurs concernant les
impacts négatifs des traitements a I'aide de molécules de synthése sur la qualité des produits
d’origine animale (résidus possibles dans les produits carnés ou lactés) ou sur I'environnement,
augmentent les demandes sociétales pour réduire le recours aux molécules de synthése dans la
gestion du parasitisme par les NGls chez les animaux d'élevage.

Les nutricaments, aliments donnés aux animaux combinant une bonne valeur nutritionnelle et des
effets bénéfiques sur leur santé, tendent a répondre a ces problématiques.

La majorité des résultats obtenus avec des Légumineuses contenant des tanins (un modeéle de
nutricament a propriétés AHs) vont dans la méme direction, a savoir des effets négatifs sur
différents stades du cyle des nématodes parasites, associés a des effets positifs sur la capacité des

hotes a vivre avec les nématodes (la résilience), voire a lutter contre ces populations de vers.

Néanmoins, une variabilité des résultats a été observée en fonction :

a) des espéces de parasites présentes, et leur localisation chez I’'h6te (abomasum et intestin) ;
b) de I'espéce de ruminant hote ;

c) et surtout des ressources utilisées, soit directement (espéces de plante, quantité et qualité des

tanins présents), soit a la suite de traitements technologiques.

Différents traitements technologiques afin d’améliorer la conservation de la plante ont été
testés dans plusieurs études, comme par exemple la conservation sous forme de foin, d’ensilage
ou encore de granulés. Les premieres études visant a tester la déshydratation sous forme de
granulés de ressources riches en tanins condensés datent d’il y a environ dix ans et sont

aujourd’hui au coeur de cette these.
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Afin de favoriser leur utilisation pertinente en élevage, des informations comme la durée
de distribution ou la concentration dans la ration manquent pour favoriser |'utilisation de ces

nutricaments dans la ration des ruminants.

L’objectif général de mon travail de these est d'analyser I'influence de la déshydratation
sur les qualités bio-chimiques et sur la bioactivité d’un nutricament utilisé comme modeéle d’étude
en Europe, le sainfoin (Onobrychis viciifolia). Son utilisation en élevage est également étudiée.

Ces travaux ont été réalisés avec les deux espéces de petits ruminants ovins et caprins (Figure 21).

Le premier objectif de la thése était de caractériser le granulé de sainfoin. En effet, dans
un but d’utilisation plus facile en élevage, la majeure partie du sainfoin cultivé en France est
déshydratée sous forme de granulés. Des données concernant la préservation de la qualité de
cette plante apres traitement sont nécessaires. Ainsi, afin d’obtenir une évaluation rapide de la
qualité des granulés, différentes méthodes de dosage des tanins et de I'activité AH associées aux
granulés de sainfoin ont été utilisées. La méthode de référence utilisée tout au long de cette these
a été une méthode de dosage des tanins totaux (Folin-Ciocalteu). La méthode de Diffusion Radiale
(méthode simple d’évaluation de la capacité de complexation des tanins avec les protéines) a
ensuite été utilisée. Enfin, la spectroscopie dans le milieu infra-rouge proche (SPIR) a également
permis d’obtenir des évaluations de la teneur en tanins des échantillons, apres récolte —collecte)
des spectres et développement de calibrations. Le test de dégainement larvaire a quant a lui
permis d'évaluer I'efficacité anthelminthique de I’échantillon.

Ces méthodes ont été corrélées entre elles (Article 1). Une protection par savoir-faire secret est

envisagée pour protéger les résultats de cette premiére étude.

Le deuxiéme objectif de la thése a été de définir les conditions optimales d’utilisation des
granulés de sainfoin en élevage pour une gestion plus durable du parasitisme. Le premier chapitre
de cette partie a porté sur l'influence de la quantité de sainfoin dans la ration et de la durée
d'administration sur I'infestation par les NGls, afin d’avoir un effet maximal sur I'établissement des
larves L3 et sur les vers adultes (Article 2). Cet article sera soumis a Veterinary Parasitology en

2017.
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Dans un second temps, I'utilisation conjointe du sainfoin et d’un anthelminthique de synthése a

été étudiée. Certains éleveurs font face a des situtations de multi-résistances des populations de

NGIs aux diverses familles de molécules de synthése dans leurs élevages. Réduire la pression

parasitaire grace a un régime a base de sainfoin permettrait potentiellement de redonner de

I’efficacité aux AHs et de limiter I'application des traitements AHs et ainsi diminuer 'apparition de

résistances (Article 3). Cet article a été publié dans Veterinary Parasitology, 227, pages 122-129,

ao(t 2016.

Le troisieme objectif de la thése était de comparer les ovins et caprins dans leur capacité

a sélectionner volontairement des granulés de sainfoin pour améliorer leur état parasitaire ( =

faculté d’automédication) (Article 4). Cet article sera soumis a Animal avant la fin de 'année 2017.

Cette thése a été préparée sous forme d’articles soit publiés soit en préparation pour soumission.

Caractérisation rapide du granulé de sainfoin et
Utilisation en élevage ainsi que perception par les animaux parasités

CARACTERISATION DU GRANULE

Influence de la déshydratation

¥
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Figure 21: Résumé des objectifs de la these
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Chapitre 1
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Article 1 : Comparaison de méthodes d’analyse simples des valeurs protéiques,
des teneurs en tanins condensés et des activités biologique et anthelminthique
d’échantillons de sainfoin

Afin de déterminer rapidement la qualité et la bio-activité d’un granulé de sainfoin, il est
nécessaire de mesurer rapidement sa teneur en tanins condensés (TCs). Parmi les méthodes
d’analyse de la teneur en TCs, la méthode bio-chimique de Folin-Ciocalteu (FC) est fréquemment
utilisée mais demande un temps considérable. La méthode de Diffusion Radiale (RD) est basée sur
I'activité de complexation des TCs avec les protéines. La méthode d’inhibition du dégainement
larvaire (LEIA) permet d’analyser I'activité anthelminthique (AH) du granulé. De plus, I'utilisation
de la spectroscopie en infra-rouge proche (SPIR) pour déterminer de facon précise et rapide la
teneur en TCs a été utilisée.

Les objectifs de cette premiére étude ont été d’évaluer les paramétres de culture ayant
une l'influence sur la teneur en tanins, de comparer différentes méthodes de dosage des tanins et
d’analyse de I'activité biologique et de les appliquer en entreprise.

La totalité des échantillons de sainfoin disponibles durant les quatre derniéres années de
récolte (324) ont été utilisés dans cette étude, provenant de différents lieux de culture, sous
forme de fourrage ou de granulés (gamme de teneur en TCs de 0.61 a 7.80 % de la matiere seche).
Trente deux pourcents de ces échantillons contenaient plus de 3 % de TCs. Tous les échantillons
ont été analysés par la méthode bio-chimique de dosage des tanins totaux Folin-Ciocalteu. Quand
la taille de I'échantillon était suffisante, la méthode de diffusion radiale a été réalisée. Afin de
déterminer l'activité antiparasitaire de I’échantillon, les échantillons les plus discriminants en
termes de quantités de tanins ont été testés par la méthode LEIA. Enfin, une calibration SPIR a été
développée pour prédire la teneur en TCs.

La calibration SPIR a conduit a un coefficient de détermination de 0.66 pour la prédiction
de la teneur en tanins. Les corrélations deux a deux entre les différentes méthodes d’analyse ont
été confirmées par une analyse en composantes principales : les teneurs en tanins obtenues par la
SPIR ont été tres corrélées avec les teneurs obtenues avec la méthode de référence Folin-
Ciocalteu et avec les valeurs EC50, résultat du test LEIA (P < 0.05). Les valeurs FC ont également
été corrélées avec les valeurs EC50, mettant en avant l'influence des TCs dans |'activité anti-
parasitaire. En revanche, aucune corrélation n’a été obtenue entre la RD et les autres méthodes,
allant ainsi a l'encontre de notre hypothése que l'activité AH du sainfoin était due a la

complexation des TCs avec les protéines.

L'utilisation de la spectroscopie en milieu infra-rouge proche peut permettre de prédire
rapidement la quantité de tanins d’un échantillon, voire son activité anthelminthique. Des études
supplémentaires sont nécessaires pour déterminer si cette calibration pourrait étre utilisée sur
d’autres légumineuses ou co-produits industriels riches en TCs.
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Abstract

In order to determine the quality and possible bioactivity of sainfoin pellet, it is necessary to rapidly
measure the condensed tannin (CT) content. Among the conventional methods to analyze the tannin
content, the Folin Ciocalteu (FC) method is classically used but it is time consuming. The Radial
Diffusion (RD) method is based on the precipitating activity of CT. This method gives a rapid
estimation of the CT content and the biological activity of the extract. The Larval Exsheathment
Inhibition Assay (LEIA) permits to analyze the anthelmintic (AH) activity of the pellet. Moreover,
Near Infrared Reflectance Spectroscopy (NIRS) for rapidly and accurately determining the tannin
content was also assessed.

324 sainfoin samples were used in this study. All the samples were analyzed with the FC method
(reference) and when possible (i.e. sufficient quantity), they were tested with the RD. The most
discriminatory samples (in CT content) were tested with the LEIA. The 324 sainfoin samples were
used for the NIRS calibration (they covered a range of CT content from 0.61% to 7.80% of dry
matter).

The coefficient of determination (R?) of the NIR tannin content calibration was 0.66. The 2 by 2
correlations between the methods were confirmed by the Principal Component Analysis. The NIR
values were highly correlated with the FC values and the EC50 values (results of the LEIA = AH
activity of a sample). The FC values were also correlated with the EC50 values, whereas the RD

values were not correlated with other analytical methods.
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The use of NIRS for the determination of the CT content in sainfoin and other legumes, and the
anthelmintic activity, provides an advantage of time saving and lower cost of analysis than chemical

analysis.

Keywords: Sainfoin; Nutraceutical; Condensed Tannin; Radial diffusion; Near Infra-Red

Spectroscopy; Folin Ciocalteu; Larval Exsheathment Inhibition Assay; Nematodes

1. Introduction

Condensed tannins (CT) are polyphenolic compounds belonging to the flavonoid group
(Mueller-Harvey and McAllan, 1992). They are located in various parts of the plant and they have
the capacity to bind proteins (Mueller-Harvey, 2006). Legumes containing CT, as sainfoin
(Onobrychis viciifolia), but also sulla (Hedysarum coronarium) or sericea lespedeza (Lespedeza
cuneata) for example, seem to represent an alternative to commercial anthelmintic (AH) treatments,
when used as nutraceuticals (plants that combine positive effects for animal nutrition and health)

(Hoste et al., 2015).

Many in vitro assays with extracts of tanniniferous legumes rich in CT have shown promising
results (Brunet et al., 2007; Manolaraki et al., 2010).
Furthermore, several in vivo studies performed with sainfoin (see Hoste et al., 2012 and 2015), sulla
(Niezen et al., 2002; Pomroy and Adlington, 2006) or sericea lespedeza (Shaik et al., 2006; Gujja et

al., 2013) have confirmed these anthelmintic effects and defined the concept of nutraceuticals.

Recently, some studies were performed with pelleted legumes. Industry has focused on the
dehydration processes to produce pellets to improve the conservation and stability of CT-rich
forages. This has been applied on sericea lespedeza (Terrill et al., 2007; Gujja et al., 2013;
Kommuru et al., 2015) and sainfoin (Girard et al., 2013; Saratsi et al., 2015; Gaudin et al., 2016;
Desrues et al., 2016). These pellets have the advantage to permit the control of the quality of the
plant compounds, to facilitate the distribution in farm and to be exported widely.

One of the main advantage is also to permit the characterization of the products before use. This
characterization might include the analysis of the CT content in the plant but also the bioactivity of
the sample. For industrial development, it seems important to promote simple, low cost, repeatable

and if possible automatic methods.
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A lot of different methods have been described to determine the CT content in plants.

Tannins can be detected by chemical methods and more specifically with colorimetric assays,
after producing a color with several different reagents (Mueller-Harvey, 2006).

One of the most applied chemical method is the Folin-Ciocalteu (FC), which uses the specific
phenol reagent Folin-Ciocalteu (Bruneton, 1999). The FC method is based on chemical reduction of
the reagent (mixture of tungsten and molybdenum oxides). The products of the metal oxide
reduction have a blue color that has broad light absorption with a maximum at 765 nm
(Waterhouse, 2001). It was stated that the FC method, which takes into account all hydroxyl
aromatic compounds (Rover and Brown, 2013), is a better method for quantification of CT (Yu and
Dahlgren, 2000).

The butanol-HCl method is also classically used (Porter et al., 1986). It is based on the
depolymerisation reaction of CTs in an acid environment (Makkar, 2000; Schofield et al., 2001).
Recently, an adaptation of this method was developed (Grabber et al., 2013): acetone was added in
the reaction which permitted to recover 3.2 times more tannins from plants compared to the
previous conventional butanol-HCl method. The vanillin method measures colored complexes
formed between vanillin and the last flavonoid of the CTs (Makkar, 2000; Schofield et al., 2001).
Last, thiolysis coupled with High Performance Liquid Chromatography is also suitable to quantify
tannins in plants (Mueller-Harvey, 2006).

Finally, the Radial Diffusion (RD) technique can also measure indirectly the tannin content in
plant extracts. It is a protein precipitation assay based on the properties of tannins to bind proteins,
by reacting the tannin with a protein and quantifying the precipitated complex (Hagerman, 1987).
This method is simple and gives a rapid estimation of the biological activity of a sample (Makkar,

2000; Hagerman, 2002; Mueller-Harvey, 2006).

To evaluate the anthelmintic activity of a plant sample, several in vitro analysis are available
targeting different stages of nematodes (eggs, L1 larvae, L3 larvae, adults), for example the Egg
Hatch Assay, the Larval Migration Inhibition Assay or the Adult Motility Inhibition Assay (Jackson
and Hoste, 2010). One of the simple, repeatable and less time consuming parasitological in vitro
test is the Larval Exsheathment Inhibition Assay (LEIA) (Bahuaud et al., 2006; Alonso-Diaz et al.,
2011). This assay compares the inhibitory effects of the plant extracts on the exsheathment process

of gastrointestinal nematodes (GINs).

There is a huge variability among these analytical assays. A lot of these methods are time
consuming and some are not specific of the CTs, but are more generally applied to flavonols (e.g.

the vanillin method) (Hagerman, 2002). Some methods can be affected by other nonphenolic
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reducing molecules (e.g. the FC method) (Yu and Dahlgren, 2000). Some are only semi-quantitative
because they do not dose all the products released after depolymerisation (e.g. the butanol-HCI
method) (Schofield et al., 2001). Moreover, some of these methods require specific laboratory

equipment (e.g. thiolysis) and cannot be performed everywhere.

An alternative to the chemical analysis of tannins is the use of Near Infra-Red Spectroscopy
(NIRS). Nowadays, NIR spectroscopy is widely used in feed companies to analyze solid or liquid
products. It is based on the principle of the measure of the reflexion (or absorbance) of the light
source (the NIR apparel) by objects (sainfoin extracts for example) (Siesler et al., 2002). The
recorded spectra would permit to develop calibration curve by relating these spectra with data
collected from laboratory-based assays (Folin-Ciocalteu method) to predict the values of new
samples (Dykes et al., 2014). Mathematical modeling using data obtained from wet chemical
methods and spectra information can be performed using classical least squares, multiple linear
regression, principal component regression, and partial least squares (Adu-Amankwa et al., 2011).
NIR spectroscopy induced fast and accurate analysis with no need of sample preparation, no waste,
reduced costs and ease of use.

Some studies using NIRS had been previously performed to measure the phenolic or tannin
content in plant containing tannins, such as Vicia and Lathyrus spp. (Goodchild et al., 1998), Pinus
caribaea (Adu-Amankwa et al., 2011) or sorghum (Dykes et al., 2014), but never in sainfoin. On
the other hand, information remains very limited on the evaluation of the biological activity of
tannins by NIRS; only some studies were performed to evaluate the antioxidant capacity of plant

(Redaelli et al., 2016; Tahir et al., 2016).

The aim of this study was to evaluate a combination of simple, efficient, cheap, repeatable
and applicable, on industrial conditions, methods to determine nutritional values (e.g protein
content) of sainfoin samples (forage or pellets), but also the CT content, the protein binding
capacity and the AH properties. The objectives were to investigate whether the RD technique and
NIRS could be used to rapidly and accurately predict protein and tannin contents of sainfoin and
predict the biological activity of sainfoin, by reference calculation of tannin with the Folin-
Ciocalteu method and AH activity with the LEIA. A second objective was to test the NIRS
calibration to predict CT content of new legumes or by-products of the food industry.

A specific objective was to evaluate the effects of different factors of sainfoin culture and

dehydration on the CT content.
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2. Materials and methods

2.1 Samples

324 sainfoin samples were used in this exploratory work, to have a large range of variation
of tannin content. No experimental plan was performed, they correspond to the samples available
during the four previous years of harvest. The main factors of variations are listed in Table 1.
Briefly, different factors of sainfoin culture were explored, i) Quality: 256 samples were cropped on
a standard quality and 68 samples were cropped in Protected Designation of Origin (PDO); ii) Cut:
They were collected from three cuts per year; iii) Year: They were harvested between May 2012
and September 2015; iv) Variety: 304 samples belonged to the Perly variety and 20 samples to the

Perlix; v) Geographical origin: 287 samples came from the east of France (parcels located around

Vidpres-Le-Petit). In addition, 17 samples were obtained from other parts of France. Finally, 20
samples came from Swiss (but it was a different variety).

The form of the sample was also registred to evaluate the dehydration process: 222 samples were
pelleted. From these, 102 samples were kept in forage in order to examine the impact of the
dehydration process.

In addition, three Onobrychis hay samples (varieties: peloponnesiaca, alba subsp. laconica
and ebenoides), two legume samples (coronilla (Coronilla coronata) and bird’s-foot trefoil (Lotus
corniculatus)) and three by-products of the Human food industry (Hazelnut (Corylus avellana),
Walnut (Juglans) and Chestnut (Castanea sylva)) were then used to examine whether the NIRS

calibration can be expended to other tannin-containing samples.

2.2 Kjeldahl method

The Kjedldahl method is an usual method for the quantitative determination of nitrogen in

chemical substances (Kjeldahl, 1983).

=  Reagents
All the reagents (sulphuric acid, potassium sulphate, sodium hydroxide, boric acid and

sodium carbonate) were obtained from Sigma Aldrich® (France).

= Analysis
Briefly, the sample to be analyzed was heated with sulphuric acid (the organic substance

was decomposed) and potassium sulphate was added (the sample was becoming colourless because
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of chemical decomposition). Sodium hydroxide was added during the distillation of the solution
(ammonium salt was converted to ammonia) and the nitrogen content was determined by back

titration. A solution of boric acid permitted to titrate the ammonia with sodium carbonate.

2.3 Folin-Ciocalteu

The FC method is a colorimetric method used to determine total phenolics in samples in a
first step (Zhishen et al., 1999; Makkar, 2000). In a second step, Polyvinyl polypyrrolidone (PVPP),
which binds tannins, is added to the samples to determine the non-tannin molecules in the plant and
the tannin concentration can then be measured by calculating the difference between total phenolics
and non-tannin molecules (Makkar, 2000). The method used in this study was adapted from Folin

and Denis (1915).

= Reagents and solutions
The dichloromethane was obtained from CARLO ERBA® and the acetone from CHEM-
LAB®. The FC reagent (consisting of sodium tungstate, sodium molybdate, lithium sulfate, bromine
and some acids) was obtained from VWR®. The tannic acid was obtained from HACH®. The PVPP
was obtained from MERCK®. The sodium carbonate was obtained from Sigma Aldrich® (France).
The standard solution was made of a tannic acid stock solution by dissolution of 0.5 of dry

tannic acid in 10 ml of ethanol and diluted to 100 ml with water.

= Calibration curve and determination of phenol levels in the samples
Briefly, solutions of tannic acid with phenol concentration of 0, 50, 100, 150, 250 and 500
mg/l tannic acid were added to the FC reagent and a sodium carbonate solution. The absorbance
was determined after 2 hours at 765 nm against the blank (the “0 ml* solution) and the absorbance
vs. concentration was plotted, according to the standards (Waterhouse, 2001). Then, instead of the
standard, the sample extract was added. Results were read on the calibration curve and reported as

Tannic Acid Equivalent.

2.4 Radial diffusion

96



Elodie Gaudin | 2017

This method can be used to determine the ability of tannin content in plant extracts to make
complex with protein (Hagerman, 1987). Tannins react with proteins and make precipitated
complexes. The radial diffusion technique aims at quantifying these complexes: a tannin-containing

solution is placed in a well in a protein containing agar plate.

*  Reagents and buffer
All reagents (agarose, BSA, acetic acid, ascorbic acid, acetone) and the tannic acid were
obtained from Sigma Aldrich ® (France).
= Buffer, agar plate, tannin-containing solutions, expression of results
Briefly, an agar plate which contains Bovine Serum Albumin (BSA) and a buffer of 50 mM
acetic acid and 60/xM ascorbic acid is made and adjusted to pH 5.0. Wells were formed into the
plate. 60 ul of the tannin-containing solution (extracted for one hour with acetone-water, 7:3 v/v)
were added in each well (15 pl aliquots of the same extract were added to a single well as the liquid
was absorbed by the gel) and 15 pl of tannic acid were added in the middle well. The Petri dishes
were then incubated at 25°C for 48 hours and the exact diameter of the well and the rings was

measured. The tannin concentration was calculated using the following formulas:

Vol. extraction in pl

((D of the ring in mm)? - (d of the well in mm)?)  *

Pr Ott_’ir_l _ Vol. put into the well in pl
Precipitation =
Activity Weight of the sample
a)
p e
% tannin in the plant extract — B SEpe x 100
(%0 eq. tannic acid) PPA tannic acid in the Petr1 dish
b)

2.5 Larval Exsheathment Inhibition Assay

The LEIA was performed as described by Bahuaud et al., 2006. This assay aims at
comparing the inhibitory effects of the tannin containing extracts on the exsheathment process of

gastrointestinal nematodes such as H. contortus.
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»  Reagents, buffer, gastrointestinal nematodes

All reagents (acetone, phosphate sodium chloride, sodium hypochlorite) were obtained from
Sigma Aldrich ® (France).

The third-stage larvae (L3) were obtained from feces of donor sheep, kept indoors and
infected monospecifically with an AH susceptible strain of Haemonchus contortus. The facilities
hosting the animals and trial performance met French ethical and welfare rules (agreement SSA
n°115, December 15, 2014). Faeces were maintained for 12 days at 23°C to obtain the third-stage
larvae. Larvae were then recovered from feces using the Baermann technique (Baermann, 1917)
and stored at 4°C in a horizontally vented cap flask at a concentration of 1000—1500 L3/ml. Prior to
use, the larvae were checked to ensure that at least 90% of them were mobile and ensheated. Larvae

from the same isolates were approximately 2-month-old to perform the in vitro assay.

= Larval exsheathment inhibition assay

Briefly, 1000 ensheated L3 larvae of H. contortus were first incubated for 3 h at 20 °C with
one extract at serial dilutions of 1200, 600, 300, 150 and O pug/mL in Phosphate Buffer Solution
(PBS) (0.1 M phosphate, 0.05 M NaCl, pH 7.2). After washings, they were submitted to the
artificial exsheathment process by contact with a solution containing sodium hypochlorite (2% w/v)
and sodium chloride (16.5% w/v), diluted 1 to 400 in PBS.

The exsheathment kinetics were measured under a microscope at x200 magnification by
identifying the proportion of exsheated larvae. Regular examination was performed at 0, 20, 40, and
60 min after contact with the exsheathment solution.

The exsheathment percentage was calculated according to the following formula: ((number
of exsheated larvae)x 100)/(number of exsheated larvae + ensheated larvae)). For each sample, four
replicates were run per concentration and observation time to examine the exsheathment kinetics.
Effective concentration that causes 50% of exsheathment (EC50) can then be calculated: the more
tannins in the sample there will be, the lower EC50 value it will have (and a higher biological

activity).

2.6 Near Infrared Spectroscopy
=  Material
A total of 324 sainfoin samples were used to develop the protein and CT calibrations. All
the samples have been first evaluated for protein and CT contents, with the Kjeldahl and FC

methods in the reference laboratory.
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»  Spectra acquisition

50 g of all the samples, both pellets and forages, were ground with a 1 mm sieve, Retsch
ZM?200. Then, they were placed in a NIRS system micro sample cup. NIR spectra were recorded on
a Bruker FT-IR® spectrometer (TANGO Serial Number: 359) to measure diffuse reflected light in
the range from 870 nm to 2500 nm. 367 spectra were accumulated for one sample and a mean was
done by the software. After the spectrum had been obtained, the sample cup was emptied and
cleaned.

For purposes of NIR calibration curve development, 13 outlier samples (a few samples with
extreme values which could biase the model) were excluded from the calibration (i.e. 311 samples
are included in the calibration). 189 new samples were then tested with this NIR calibration for

validation.

= Calibration modeling

Chemometric (science of extracting information from chemical systems by data-driven
means) modelling was performed with the OPUS® software package (version 7.2). For
preprocessing, full multiplicative scatter correction, first derivative, straight line subtraction or
standard normal derivation were tested and the first derivative was applied. Calibrations were
developed (based on NIR spectra and lab chemical analysis of protein and tannin contents) using
partial least squares (PLS) regression after principal component analysis (PCA). Calibrations were
tested by full cross-validation and predicted protein and tannin contents were compared to measured
ones. The root mean square error was calculated for the calibration samples and for the predicted

samples.

2.7 Statistical Analysis

The effective concentration that causes 50% exsheathment inhibition (EC50) for each
extract was calculated at 60 min (using the software Probit Polo Plus®).

The statistical comparison of data according to the form of the sainfoin (forage or pellet, the
quality, the variety, the cut and the year of harvest were analyzed using a one-way variance analysis
(ANOVA). Significant values (P < 0.05) were reported.

Then, nonparametric rank correlations of Spearman between the different methods of
analysis were calculated 2 by 2. Significant values (P < 0.05) were reported.
Finally, a multivariate analysis (Principal Component Analysis (PCA)) was performed to

obtain an overall synthesis of the relationships between the different techniques. The variables
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composing the column of the two PCA matrices included quantitative data (% CT with the FC
technique, with the RD method and with the NIR calibration and the EC50 per sample) and
qualitative parameters (variety and quality of the sainfoin, cut, year of harvest and form of the
product).

All statistical analyses were performed using the R® software.

3. Results

3.1 Kjeldahl method

Protein content ranged from 9.83 % and 20.08 % (of Dried Matter, DM) in the different
sainfoin samples with a mean of 15.21 % (S.D. = 1.66).

3.2 Folin-Ciocalteu

The FC method is the reference method in this study to evaluate total tannins. All the
sainfoin samples were analyzed by the same laboratory. The CT content ranged between 0.61 and
7.80 % of dry matter (eq. tannic acid) for sainfoin, with a mean CT content of 2.84 (S.D. =0.99). 32
% of all the samples had TCs values above 3 %.

The table 1 presents the results of the ANOVA depending on different factors affecting the
sainfoin culture and samples. There was no effect of the variety (PDO vs. standard) on the CT
content (P = 0.62). Statistical differences were observed between the cuts: more tannins were found
in the second cut and then in the third cut (respectively 2.42 eq. tannic acid, 2.89 and 3.01) (P <
0.05). Significant results were found according to the year of harvest: the principal result was that
more tannins were found in 2015 than in 2013 and 2014 (respectively 3.38 eq. tannic acid, 2.36 and
2.57) (P <0.05). The Perlix variety from Switzerland contained more CTs than the Perly one (5.10
eq. tannic acid vs 2.69) (P < 0.05) (there was a confounding effect between the variety and the
origin).

Finally, the dehydration had a significant impact of the content in CTs: the mean of CT
content for pellets was 2.73 eq. tannic acid (S.D. = 0.59) and 3.07 eq. tannic acid for hay (S.D. =
1.52) (P <0.05).

The table 2 presents the results of the ANOVA depending on different factors affecting the
sainfoin culture and samples, to test the interaction between factors. The dehydratation was the less

impacting factor and the cut the most impacting factor.
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3.3 Radial diffusion

Radial diffusion values of the different sainfoin samples (% of tannic acid) ranged from 0.04

% to 3.40 %, with a mean of 0.83 (S.D. = 0.56).

3.4 Larval Exsheathment Inhibition Assay

A range of 63 discriminatory samples (with high or low CT content measured by FC) were
tested for AH activity with the LEIA. If a low EC50 value is measured in the extract, the extract
will have a high anthelmintic activity. The EC50 results ranged between 84 ug/ml and 981 pg/ml,
with a mean EC50 value of 326 ug/ml (S.D. = 107).

35 NIR

a) Protein prediction calibration of sainfoin samples

The figure 1 gives the data obtained with the OPUS® software on the protein calibration and
the criteria to judge the quality of the method. The correlation coefficient R? reached 0.85, which
indicated a good correlation between the predicted values and the reference laboratory values. The
Root Mean Square Error of Cross Validation (RMSECV) was 0.62 (a model is robust when the
RMSECY is close to 0). The Residual Prediction Deviation (RPD) (ratio of standard deviation to
standard error of prediction) was 2.59.

The protein content of the calibration extracts varied from 9.83 % to 20.08 % with a mean of

15.21 % (S.D. of 1.66), which covered a large enough range.

b) CT prediction calibration of sainfoin samples
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The figure 2 gives the data obtained with the OPUS® software on the tannin calibration and
the criteria to judge the quality of the method. The correlation coefficient R? reached 0.66, the
RMSECYV was 0.48 and the RPD was 1.71.

The CT content of the calibration extracts varied from 0.61 to 7.80 of dry matter (eq. tannic

acid) with a mean of 2.84 (S.D. of 0.99).

3.6 Spearman’s Correlations and PCA (Table 3 and Figures 3 and 4)

The table 3 presents the values of the Spearman’s correlation coefficients and the significant
p values between the different methods to analyze the tannin content. The correlation between FC
and NIRS was positive and significant (S = 0.74 ; P<0.01). Conversely, the correlation between
EC50 and FC was negative and significant (S = -0.37; P<0.01), as well as the correlation between
ECS50 and NIRS (S = -0.33 ; P<0.05). The correlations between RD and the three other methods
were not significant.

When PCA was applied, the two main components of axis 1 were NIRS and FC (i.e methods
performed to determine the content in CT), and to a lesser degree the EC50 (i.e assay determining
the AH activity of sainfoin). For axis 2, RD was the main component explaining this axis (i.e assay
determining the biological activity of sainfoin). The plane defined by the combination of axes 1 and
2 represented 69% of the overall variability (Figure 3). The figure 4 represents the histogram of
each analytical method.

The aim of this type of analysis was to describe the global relationships between the different
variables. Variables that are positively related are closely located on the same side of the plane. In
contrast, variables that are negatively related are located diagonally in opposed quadrants. The
analyses of these planes tended to confirm the 2 by 2 Spearman’s correlation results. The EC50
values were in opposition to the methods determining the CT content (NIRS and FC) and, to a

lesser degree, to the RD.

3.7  Exploration of CT prediction calibration of other tannin-containing samples

The table 4 presents the results of the prediction of CT content in samples not included in

the calibration : 3 other Onobrychis extracts, 2 tannin-containing legumes and 3 by-products. The
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percentage of deviation between the laboratory values and the NIR predicted values varied from 5%
to 22% for the sainfoin samples, from 45% to 71% for the legume samples and from 84% and

1062% for the by-product samples.

4. Discussion

To the best of our knowledge, this is the first study were several in vitro methods to analyze
CT contents and their properties were combined and correlated together. The general aim of this
study was to investigate if the NIR spectroscopy could measure protein and CT contents in sainfoin,
but also some biological activities related to these polyphenolic compounds (e.g the protein
precipitating activity of tannins and the AH activity). Another preliminary objective was to verify if
this calibration could be used to predict values of other legumes. Finally, a secondary objective was
to study the variability, in term of CT content, between different culture factors and conservation

process of sainfoin.

The reference method to measure CTs and to study the variability between samples in our
study was the Folin-Ciocalteu method.

First, different factors conditioning the culture of sainfoin did impact the CT content. Firstly,
the variety did have a significant effect on the CT content: the Perlix variety from Swiss did have
more CTs than the French genetically selected variety Perly. However, some in vitro (Azuhnwi et
al., 2012) or in vivo studies (Werne et al., 2013; Campidonico et al., 2016) were performed with the
Perly variety and provided promising results on animal health, whereas no effects were obtained
with the Perlix variety, highlighting its biological or AH activity. Such differences between sainfoin
varieties were already observed in other studies which mentioned an effect on the CT content and
quality, and also on the AH activity (Manolaraki, 2011; Malisch et al., 2015). Secondly, the year of
harvest, differing in weather conditions, did have a significant impact on CT content. This was
already observed with other CT-rich plants (Atrilex canescens) where the season of harvest had
significant effect on the CT content (Medjekal, 2016). Thirdly, the number of cuts was significantly
correlated to the increase in CT content. This was previously observed (Azuhnwi et al., 2011): the
harvest being considered as a physical stress, could explain the increased plant secondary
metabolites (PSM) content with higher number of cuts. The plants produce PSM to adapt to
environmental conditions, such as diseases and aggressors, UV screens, physical or chemical stress

(Mueller-Harvey and McAllan, 1992). Finally, the quality of the cultivation soil did not have an
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effect on the CT content. This is different from other studies where sainfoin of different
localizations had different CT content values (Manolaraki, 2011; Azuhnwi et al., 2011).

In relation to technological processes, the data obtained from the analysis of the sainfoin
pellet and forage samples confirm some previous studies where the CT content of pelleted sericea
lespedeza was lower than before dehydration (Terrill et al., 1992). Processes such as sun drying,
grinding and pelleting, and in general any processes involving heat, are suspected to affect the
quantity of CTs, or alter plant’s CTs ratio from extractable to bound forms (Minnee et al., 2002;
Wolfe et al., 2008; Lorenz et al., 2011). When the plant is heated (temperature > 100°C), the cell is
dehydrated and the water and tannins located in the vacuoles will evaporate (Lees et al., 1994).
However, the use of pelleted sainfoin gives farmers greater flexibility to use bioactive forages with
an easier storage, and transport to areas where these legumes do not grow well or at all (Hoste et al.,

2015).

The Folin-Ciocalteu is a method to measure extractable phenolic compounds (Yu and
Dahlgren, 2000). It was chosen as the reference method in this study because it is simpler than the
butanol-HCl method (Mueller-Harvey, 2006). However, this method is complicated and time-
consuming because some sample dilution and long incubation periods are required.

There is a huge CT content variability between sainfoin samples, which imposes to find

rapid measurements to direct the batches for the good purposes for animal nutrition.

NIR calibration was thus explored to evaluate whether it can provide rapid analysis available
in industrial conditions. NIR spectroscopy offers a number of advantages for qualitative and
quantitative analysis and process control applications, such as: no sample preparation, no waste,
reduced costs, fast measurements and analysis, accuracy and ease of use. NIRS is now widely used
in the food industry (Osborne et al, 1993; Bertrand and Dufour, 2000). It is a quick, inexpensive and
non-destructive method.

For more than 30 years, some studies have been performed with NIRS to predict condensed tannin
contents in tannin containing forages such as bird’s-foot trefoil (Roberts et al., 1993), sericea
lespedeza (Petersen et al., 1991; Windham and Barton, 1991), Leucaena leucocephala (Wheeler et
al., 1996), Vicia spp. or Lathyrus spp. (Goodchild et al., 1998). However, as far as we know, only
preliminary studies using chemometrics (informatic NIR analysis) performed with sainfoin had only
been rarely described to predict tannin content in this legume (Mueller-Harvey et al., 2011).
Moreover, in the previous cited study, the calibration was performed with reference values obtained

with the butanol-HCI and not the FC method.
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In this study, the development of the tannin calibration was possible due to a variability in
term of CT content between the sainfoin samples: the CT content obtained with the FC method
ranged between 0.61 and 7.80 of dry matter (eq. tannic acid). The RMSECV (Root Mean Square
Error of Cross Validation) was close to O which is a criterion to develop a robust model. A Residual
Prediction Deviation (RDP) (ratio between the standard deviation of the reference value and
RMSECYV) value above 2 is a criterion to judge a high quality model (Chang et al., 2001; Chang
and Lair, 2002). In our case, the RDP was 1.71. However, in other documented prediction models
(Derkyi et al., 2011), the RDP was higher, meaning that the model predicting CT content in sainfoin
can be improved by adding spectra with a higher range of CT content in the calibration. Besides, in
sainfoin, calibrations predicting protein content have RDP higher than 2, meaning that tannins are
molecules more complex to predict than proteins (see figure 1).

The PCA and Spearman’s correlations confirmed that the Folin-Ciocalteu analysis was
highly correlated to the NIR analysis predicting the tannin content, meaning that the NIR analysis

seems an option to rapidly analyze the CT content in a plant sample.

One of the main hypothesis of this study was that NIR calibration could also predict the AH
activity or the protein precipitating activity.

Three in vitro assays are available to explore the interactions between tannins and infective

third-stage larvae of gastrointestinal nematodes: the Larval Migration Inhibition Assay (LMIA), the
Larval Feeding Inhibition Assay (LFIA) and the LEIA. The LEIA had been widely used to screen
AH activity of either plant extracts (Jackson and Hoste, 2010; Klongsiriwet et al., 2015), tannin
fractions (Novobilsky et al., 2013; Quijada et al., 2015) or flavan-3-ol monomers (Molan et al.,
2002; Brunet and Hoste, 2006). This test can give a quick overview of the anthelmintic activity of a
sample (it allows the calculation of EC50 values, which is rarely possible with the LMIA) and these
results can be related to in vivo processes (Brunet et al., 2007). It is also simple and reproducible
(Quijada et al., 2015). However, almost one day is mandatory for each sample.
The PCA and Spearman’s correlations confirmed that the EC50 was significantly correlated with
the FC method, confirming the hypothesis that the CTs are responsible of the AH activity (Hoste et
al., 2015). The EC50 was also correlated to the NIR analysis, meaning that the fast and accurate
NIR analysis could be used to predict the AH activity of sainfoin, although less data was available
for this correlation (than the one between FC and NIR).

The radial diffusion method was developed 30 years ago (Hagerman, 1987). This method
gives a rapid overview of the precipitating activity of sainfoin and the tannin content. It is a protein
precipitation assay, used to determine the ability of tannins to make complex with proteins

(Theodoriou et al, 2011; Villalba et al., 2016). The formation of complex between tannins and
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proteins can have consequences on the capacity of CTs to bind protein and reduce their degradation
in the rumen or to reduce enteric production of greenhouse gases (Theodoriou et al., 2010;
Niderkorn et al., 2012; Copani et al., 2015). These abilities of tannins were not evaluated in this
study.

The PCA and Spearman’s correlations revealed no correlations between the RD values and the FC,
NIR and EC50, meaning that the complexation to proteins could be linked to other molecules than
CTs. The hypothesis that the AH activity is related to the precipitating activity of tannins with
proteins was thus not confirmed in the present study (Hoste et al., 2012). However, the study should

be expanded on more samples with a wider range of CT.

The NIR calibration in this study was developed with Perly sainfoin samples of two forms
(forage and pellets). We have performed a preliminary study to explore if this calibration could also
predict CT content in other Onobrychis samples not included in the calibration, and also other
legumes rich in CT. Indeed, the spectra of these samples are very close and can be explained in the
same way with the NIR model (Figure 5). This offers interesting industrial applications. However,
spectra of the by-products, such as hazelnut, walnut or chestnut are different from the sainfoin
spectra (especially the chestnut spectra which is totally different, the two others are only differing in
the peaks) and cannot be predicted with this calibration for the moment (more samples need to be
added in the calibration). More studies are needed.

Most of the calibrations developed to predict polyphenols content are only applicable on one
product, such as Pinus caribaea bark (Derkyi et al., 2011) or sorghum (Dykes et al., 2014) for
example. Using a calibration on diverse tannin-containing products is very interesting on operating
conditions, to predict nutritional values or tannin content with the same model on a large range of

products present in companies.

Conclusion

As a response to the resistance of anthelmintics, the use of nutraceuticals rich in condensed
tannins becomes more common. The quality of these nutraceuticals has to be accessed rapidly to be
used by farmers as feed or nutraceuticals.

This study has demonstrated how the non-destructive NIR measurements could be used as a
routine method to determine the CT content but also the AH activity of tannin-containing samples.

Calibrations has to be improved, by adding new samples with a high range of values, to

predict the AH activity of tannin-containing samples.
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Figure captions

Fig. 1 Results of the protein prediction calibration of sainfoin (R? = correlation coefficient between
predicted values by NIRS and reference values obtained with the Kjedldahl method — RMSECV =

Root Mean Square Error of Cross Validation — RPD = Residual Prediction Deviation).

Fig. 2 Results of the tannin prediction calibration of sainfoin (R? = correlation coefficient between
predicted values by NIRS and reference values obtained with the FC method — RMSECV = Root

Mean Square Error of Cross Validation — RPD = Residual Prediction Deviation).

Fig. 3 Multivariate principal component analysis (PCA) explained to the four analysis methods of
CT content (Folin-Ciocalteu, Radial Diffusion, NIRS, biological activity assessed with the LEIA
test). The matrix was composed of 4 quantitative variables and 5 illustrative variables on the chart
bellow (year, cut, variety, quality, form) and 324 lines (corresponding to 324 sainfoin samples). The

planes represent 69% of the variability.

Fig. 4 Histogram plots of the four analysis methods of CT content (Folin-Ciocalteu, Radial
Diffusion, NIRS, biological activity assessed with the LEIA test).

Fig. 5 NIR spectra of tannin-containing samples
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Figures
Figure 1
Cross validation — Protein calibration
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21
20
19 <
o 4
18 oo
o 33
17
¢
16 & ~
Nt ®
15 <
A4
14 e d
13 L
09%0 [©
12
<
1 s <
10
9 95 10 1 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
Rank: 12 R?=85,09 RMSECV = 0,618 RPD=2,59
Figure 2
Cross validation — Tannin calibration
NIR values vs. Laboratory values
75
7
1
6.5 -
/,
6
55 ,/ >
5 MEBEC=d
5 ClLg
45 A e ¢
o O L
4 S
<
5 @ %0 b‘
3 ® 9
25 o
2 2
@
15 1| 8 Shel®
NENRND SZaNRNA
0.5 -
0
0 04 08 12 16 2 24 28 32 36 4 44 48 52 56 6 64 68 72
Rank: 10 R?=65,61 RMSECV = 0,479 RPD=1,71

Elodie Gaudin | 2017

114



Elodie Gaudin | 2017

Figure 3
Q 1
= 1
1
! Radial
' Diffusion
i
1
l.[). _ 1
o i
1
'
2 "
(00) |
© :
N o
o <A [ rFO (P S —— C—— | S S S——— —_ | ——
& = : s
£ AH :
@) activity ! Folin
(EC50) ! Ciocalteu
w0 |
o |
] 1
1
|
1
1
1
'
= |
~ 4
| | | | |
-1.0 05 0.0 05 1.0
Dim 1 (44.47%)
1 201
o | H 2‘
g w | |
& ST o i Cut 3
S 204
P [
6 o | . Perl .?.’%tm ................................................................................
o 2w
pr Standa. Hay
0 i i
o - ! erlix
: L 2018"
% T T T T
0 1 2 3 4
Dim 1 (44.43%)

115



Figure 4

Elodie Gaudin | 2017

o | 8 1
- =
g+ g1 g
v 4 2
g g ¥ Foe F . |
3" 3 o] H -
2 £ £ 34 |
2 o ] - 4
o 2 . N s o a0 a0 w0 w0 00 00 05 10 15 20 25 30 35 e
Folin-Ciocalteu EC,, Radial Diffusion NIR
Figure 5
S ai = i ERr £ i -
o = LS
y - :
£ £, £3
§ g Salnfoln;(Perly) g“ Coronilla § g Lotus Corniculatus
2 3 8
) s
B -
: : 8
: g
11000 10000 00 7000 6000 500 4000 «n Al 10000 000 w:::n-»|m L] 5000 a0
g T z T
. -% g f s I%R |
8 2 J g
£
53 : = gs f
3 > i WA
3 Sainfoin (Peloponnesiaca) : g Salnfoln(Ebenoides) \/
5 §3 | §, ‘
8 & | - |
a 2 / % |
" 2 X - /
- 8
" E— . B = o
B . T % R A e s wm e C mm we sm me e mw we  ew
: - R '/ a . R " o ¥
E@ s Egg | o
: f r k.
: 1 g: Ty Chestnut
£ Walnut is Hazelnut \\ 3 S
) § R
: ‘J\ i o ' : A
s IS /f N\ N i\
: [ : i . / 5 ‘J

116



Elodie Gaudin | 2017

Tables

Table 1: The effect of dehydration, quality, cut, year and variety on the CT content (% of CT with

the FC method + S.D.) of sainfoin samples. Results of a one-way analysis of variance.

Parameter Class n Mean (+ S.D.) p value
PDO 68 2.67 (£ 0.62)
Quality 0.62
Standard 256 2.72 (£ 0.81)
1 142 242 (£0.63)°
2 106 2.89 (£0.82)°
3 44 3.01 (0.86)° <0.05
Cut
No
available 32
data
2012 10 2.88 (+0.83) ¢
2013 91 2.36 (+0.85) ¢
<0.05
Year 2014 93 2.57 (+0.46) > 9
2015 130 338 (2 1.11)°¢
Perlix 20 5.10 (£ 1.22)
Variety <0.05
Perly 304 257 (£1.12)
Pellet 222 2.73 (£ 0.59)
Form <0.05
Hay 102 3.07 (= 1.52)
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Table 2: The effect of interactions between dehydration, quality, cut, and year on the CT content of

sainfoin samples. Results of an analysis of variance.

Parameter p value
Cut x Dehydration <0.01
Cut x Quality <0.01
Dehydration x Quality 0.04

Cut x Year <0.01

Dehydration x Year <0.01

Quality x Year <0.05

Cut x Dehydration x Quality <0.01
Cut x Dehydration x Year 0

Cut x Quality x Year <0.01
Dehydration x Quality x Year 0
Cut x Dehydration x Quality x Year 0
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Table 3: Spearman’s correlation coefficients and significativity for tannin content according to

different analysis methods

Folin-Ciocalteu | Radial Diffusion NIR EC50
df =191
df = 189 df = 63
Folin-Ciocalteu
S value = 0.04
S value =0.74 | S value =-0.37
> 0.05
<0.01 <0.01
df = 186 df = 63

Radial Diffusion
S value =0.05 | S value=-0.17

> 0.05 > 0.05
df =58
NIR
S value =- 0.33
<0.05
EC50
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Table 4: CT predicted values with NIR equation established on sainfoin of CT containing samples

differing from sainfoin and CT values with the Folin-Ciocalteu assay

Ct value in % of

Ct predicted value

Deviation

Sample Tannic Acid in % of Tannic (=((% CTNIR - % CT
(Folin-Ciocalteu) | Acid (NIR) | '/ CTFO7100)

Coronilla (Coronilla coronata) 3.37 5.75 71%
Bird’s-foot trefoil (Lotus 3.07 4.44 45%
corniculatus)
Onobrychis (peloponnesiaca) 7.80 6.10 22%
Onobrychis (alba subsp. 4.64 3.68 21%
laconica)
Onobrychis (ebenoides) 2.66 2.78 5%
Walnut (Juglansregia) 33.80 4.49 86 %
Hazelnut (Corylus avellana) 23.48 5.77 75 %
Chestnut (Castanea sylva) 14.85 172.59 1062 %
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Chapitre 2
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Article 2 : Etude de l'interaction entre la durée de distribution et la concentration
en tanins de granulés de sainfoin sur I’établissement des larves L3 d’H. contortus
et T. colubriformis chez les ovins, et sur les vers adultes chez les caprins

Le développement des résistances envers les anthelminthiques de synthése, notamment chez les
petits ruminants, nécessite de trouver des solutions alternatives. Les nutricaments riches en métabolites
secondaires semblent étre une option intéressante afin de diminuer I'utilisation des anthelminthiques de
synthese et retarder I'apparition des résistances.

Les objectifs de ces deux études étaient de vérifier I’hypothese que I'efficacité de granulés riches en
tanins contre l'installation des larves infestantes et contre des populations adultes de nématodes, était liée

a la durée de distribution et au niveau de tanins apporté dans la ration.

Trentre six agneaux de trois mois ont été expérimentallement infestés par H. contortus et T.
colubriformis. |ls ont été répartis en 3 lots: contréle (0% de TCs), sainfoin (1,9% de TCs) ou sainfoin +
chataigne (5,0% de TCs). lls ont été infestés 5 (n=18) ou 12 (n=18) jours apres la mise en place des rations.
Les régimes ont été maintenus 10 jours aprés l'infestation (date d’autospsie : a 120 ou J27, selon le jour
d’infestation). L’'abomasum et I'intestin gréle ont alors été prélevés pour comptage des vers.

Dans une seconde étude, trente chévres de réforme ont été infestées par H. contortus et T. colubriformis a
J0 et les différents régimes (0% de TCs, sainfoin a 2,1% de TCs ou sainfoin + noisette a 2,8% de TCs) ont été
définitivement mis en place a J28. Les animaux ont été autopsiés afin de compter les vers adultes, a J50

(pour la moitié des individus de chaque groupe) ou a J70 (pour les animaux restants).

La consommation de tanins a été associée a une tendance a une réduction du nombre de larves
infestantes d’H. contortus (expérimentation 1) et a une réduction de la fertilité des vers femelles (moins
d’ceufs produits par femelle) de T. colubriformis (expérimentation 2).

Dans les deux études, la plus longue durée de distribution a été associée a un effet plus important sur la
biologie des nématodes.

Aucune différence n’a été observée entre les régimes sainfoin et sainfoin + co-produits industriels.

Des granulés de sainfoin, seuls ou associés a des endocarpes de noisette ou de chataigne, ont altéré
la biologie des larves infestantes et des vers adultes de nématodes, représentant une option dans la lutte
contre les résistances aux anthelminthiques. Les effets observés ont été reliés a la durée de distribution des
granulés contenant des tanins dans la ration. D’autres études sont nécessaires afin de déterminer une
durée plus précise.

Le tableau ci-dessous recense les différences entre les deux études réalisées.
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Etude
Etablissement des larves L3 Vers adultes
Critére
Animaux 36 agneaux de 2 mois 30 chevres de réforme taries (1 —7 ans)
Aliments | - Granulés croissance (540 g/jour — 15.2% - Granulés luzerne (800 g/jour — 14.6%

protéines — 0% TCs)

- Granulés de sainfoin (550 g/jour — 13.1%
protéines — 1.9% TCs)

- Granulés de sainfoin + endocarpes de

protéines — 0.89% TCs)

- Granulés de sainfoin (800 g/jour — 15.3%
protéines —2.11% TCs)

- Granulés de sainfoin + endocarpes de

chataigne (575 g/jour — 14.6% protéines —
5.0% TCs)

noisette (800 g/jour — 15.3% protéines — 2.76%
TCs)

Infestation | 3000 L3 Trichostrongylus colubriformis | 5000 L3 Trichostrongylus colubriformis +
+ 3000 L3 Haemonchus contortus 3000 L3 Haemonchus contortus
(en deux doses espacées de 12h) (en une dose)

Protocole | Etude de I'interaction concentration en Etude de I'interaction concentration en

TCs et durée de distribution

- 3 lots différant en quantité de TCs
consommée

- La moitié des animaux par lots ont
consommé 5 jours de TCs avant

infestation ; I'autre moitié 12 jours
(régimes maintenus 10 jours aprés infestation)

- Autopsie 10 jours apreés infestation

TCs et durée de distribution

- 3 lots différant en quantité de TCs
consommée

- La moitié des animaux par lots ont
consommé 22 jours de TCs apres
infestation ; 'autre moitié 42 jours

- Autopsie 50 ou 70 jours apres
infestation
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Abstract

The increasing resistance to anthelmintic (AH) drugs in populations of gastrointestinal nematodes
in small ruminant production imposes to find alternative solutions. The use of condensed tannin
(CT)-containing nutraceutials appears as one promising option. We aimed at verifying the
hypothesis that the efficacy of pelleted CT containing resources (a model of nutraceutical) is related
to two main factors: the length of distribution and the level of tannins in the feed.

The first study aimed at testing the effect of these 2 factors on the establishment of H. contortus and
T. colubriformis infective larvae. Thirty-six lambs experimentally infected, were assigned to three
dietary treatments differing in the quantity of CTs: sainfoin (1.9% CTs); sainfoin + chestnut (5.0%
CTs); or control pellets (0% CTs). The lambs were exposed to the tannin diets either for 5 (n = 18)
or 12 days (n = 18) before infection. Ten days after the infection, they were slaughtered and the
abomasa and small intestine were collected for worm counts and larval stage composition.

The consumption of tannins was associated with a delay in the development of H. contortus larvae
after 5 days of exposition to tannins and with a reduction in the number of H. contortus larvae after
12 days. No effect was observed for 7. colubriformis.

In a second study, we examined the effect of the same factors on the adult populations biology of H.
contortus and T. colubriformis. Thirty dry goats were experimentally infected on Day O and
assigned to three dietary treatments differing in the quantity of CTs: sainfoin (2.1% CTs); sainfoin
+ hazelnut (2.8% CTs); or control pellets (0.9% CTs). The goats started to eat the diets on D28 and
were exposed to the different diets either for 3 (n = 15) or 6 weeks (n = 15). At slaughter (D50 or

D70), the abomasa and small intestine were collected for worm counts.
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The consumption of tannins was associated with a reduction of the fertility of female T.
colubriformis after 6 weeks of exposition to tannins. No effect was observed for H. contortus.

We noticed differences between worm species. The AH effects observed were related to the length
of distribution, especially for infective larvae. An effect of the tannin concentration was observed,
confirming the AH effects of tannin-containing nutraceuticals. However, no differences were
observed between the different tannin-containing diets. Further studies are required to determine the

exact quantity of tannins in the diet.

Keywords: Sainfoin; By-products; Gastrointestinal nematodes; Condensed tannins; Concentration;

Length

1. Introduction

The control of gastrointestinal nematodes (GINs) remains one of the main threat in small

ruminants’ when bred outdoors, because of the consequences on animal health and welfare, and
also on production losses (low growth rates, reduction in milk production) (Taylor et al., 2007). For
more than 50 years, the conventional way to control these parasites has relied on the use of
synthetic anthelmintics (Kaplan and Vidyashankar, 2012). However, in the last decades, this quasi
exclusive reliance on chemical molecules to control GINs has been challenged for two main reasons
: 1) the overall increasing societal demand of consumers to reduce the use of chemical compounds
in agriculture and livestock husbandry; 2) the constant development and diffusion of resistance to
anthelmintics (AHs) (Jackson et al., 2012; Pefia-Espinoza et al., 2014; Crook et al., 2016), in worm
populations which makes sometimes the control of GINs impossible in sheep or goat farms, when
multiresistant strains occur (Van Wyk et al., 1997; Paraud et al., 2009; Cezar et al., 2010; Paraud et
al., 2016).

Therefore, it is imperative to find new solutions to control GIN infections in sheep or goats, in
order to reduce reliance on synthetic AHs. In this context, bioactive forages containing sufficient
level of condensed tannins (CT) appear as one promising solution (Hoste et al., 2015).

CT are polyphenolic compounds present in various parts of the plant (Mueller-Harvey and
McAllan, 1992; Mueller-Harvey, 2006). Many in vitro assays with extracts of tanniniferous
legumes or with pure tannin fractions have shown promising results in regards of AH activity

(Brunet et al., 2007; Quijada et al., 2015).
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Furthermore, several in vivo studies using different models of tannin-containing legumes, such as
sericea lespedeza (Lespedeza cuneata) (Shaik et al., 2006; Gujja et al., 2013) or sainfoin
(Onobrychis viciifolia) (see Hoste et al., 2012 and 2015) have confirmed anthelmintic effects and
have contributed to define the concept of nutraceuticals (a plant that combines positive effects on
animal nutrition and health) (Andlauer and Fiirst, 2002; Hoste et al., 2015).

Besides, by-products of the human food industry with high-tannin values, such as hazelnut skins
(Corylus avellana) (Desrues et al., 2012; Girard et al., 2013) or carob (Ceratonia siliqua) (Arroyo-
Lopez et al., 2014), have also shown positive results and led to promising options to control GINs.

Recently, industry has focused on dehydration processes to provide pellets of sainfoin (Werne et
al., 2013; Desrues et al., 2016; Gaudin et al., 2016) or sericea lespedeza (Terrill et al., 2007; Gujja
et al., 2013; Kommuru et al., 2015), in order to improve the conservation and stability of rich-CTs
forages, to facilitate the distribution of this sort of bioactive resources and to control the quality
before use. Some recent studies performed with such dehydrated pellets reported promising results,
affecting the dynamics of infection by Haemonchus contortus, especially by reducing fecal egg
counts (FECs) (Girard et al., 2013; Kommuru et al., 2015; Gaudin et al., 2016) and by improving
the host resilience and limiting the anemia (Terrill et al., 2007).

Many studies have illustrated the effects of different CT-containing resources on different key
stages of the nematode life cycle and also on different nematodes species (i.e abomasal or intestinal
species) (Hoste et al., 2015). The hypothesis that these effects depend on the concentration of CTs
has been supported by a wide range of in vitro studies (Hoste et al., 2015) and by fewer in vivo
experiments (Athanasiadou et al., 2001; Terrill et al., 2009; Brunet et al., 2007; Girard et al., 2013)
and we still miss information about the quantity of CTs to add in a diet. However, the concept of
nutraceuticals supposes that these antiparasitic effects also depend on the length of distribution and
studies are missing on this information.

Therefore, the hypothesis explored in the current study was that the effect of CTs on the worm
populations might depend on an interaction between the level of condensed tannins and the length
of distribution in the feed, and that these factors might influence stages and/or species of GINs, for
example intestinal or abomasal species.

To test this hypothesis, we performed two in vivo studies to examine the effect on 1) the
establishment of L3 larvae and ii) the biology of adult worm populations, of feed with different
tannin levels (depending on the resource available) and according to different lengths of

distribution.
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The first study was performed on lambs experimentally infected with Haemonchus contortus (a
blood-sucking abomasal specie, classically used in parasitological studies) and Trichostrongylus
colubriformis (a classic intestinal specie of small ruminants), receiving either commercial
dehydrated pellets (control), sainfoin pellets (with low tannin content) or sainfoin pellets + chestnut
peels (with high tannin content), before and during the infection. The second study was performed
on adult culled goats experimentally infected with the same nematode species, H. contortus and T.
colubriformis, receiving dehydrated pellets of either lucerne (control), sainfoin pellets or sainfoin

pellets enriched with hazelnut peels.
2. Materials and methods
2.1 Study performed on L3 infective larvae

2.1.1 Experimental design (Fig. 1)

A 27-days feeding trial was completed with thirty-six 2-month-old lambs (Lacaune breed) at the
start of the assay. The lambs were reared indoors under conditions that excluded nematode
infection. A control by egg counting in the feces was performed on arrival to verify the absence of
GIN infections.

On DO, the lambs were stratified according to body weight (BW) and packed cell volume (PCV)
values and assigned to three dietary treatments (n = 12 per treatment) :

- Control group : Mean weight of 30.6 kg +£ 2.5 kg — Mean PCV of 38.8 % + 1.4 %

- Sainfoin group : Mean weight of 30.6 kg + 2.6 kg — Mean PCV 0of 39.4 % + 1.8 %

- Sainfoin + chestnut group : Mean weight of 30.6 kg + 3.2 kg — Mean PCV of 36.7 % =+
3.8 %

Animals in the control group received 540 g of crude feed per day and per animal (distributed
by group). The feed consisted of 100% control pellets (= C group). Animals in the sainfoin group
received 550 g (crude) of feed per day and per animal (distributed by group). The feed consisted of
100% sainfoin pellets with low tannin content (= S group). Animal in the sainfoin + chestnut group
(= SC group) received 475 g of crude sainfoin pellets with high tannin content plus 100 g of crude
chestnut peels per day and per animal (distributed by group).

The three diets were isoproteic (approximately 14.3 % of crude protein) (Table 1). Sainfoin
pellets of the S group had a content of 1.9 % of dry matter (DM) of CT (Folin-Ciocalteu method)
and sainfoin pellets + chestnut peels of the high tannin group (SC) had a content of 5.0 % of DM of
CT. These CT contents were chosen depending on the sainfoin available at the moment of the trial
and to have a high different tannin content in the two groups. In addition, the three groups received

hay ad libitum each day and had free access to water.
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A five-days adjustment period (from DO to D5) allowed animals to adapt to the new diet (from a
diet based on the control pellets and the same hay that they will receive during the experiment). On
D5, the lambs started to eat the full experimental diets.

On D10, after 5 days of consumption of the full diets, half of the animals per group (n = 6 per
treatment) received two oral doses of 50% (v/v) of 3000 third stage larvae of H. contortus and 3000
third stage larvae of T. colubriformis in a 12-hour-interval (susceptible strains).

On D17, after 12 days of consumption of the diets, all the remaining animals (n = 6 per
treatment) received similarly two oral doses of 50% (v/v) of 3000 third stage larvae of H. contortus
and 3000 third stage larvae of T. colubriformis in a 12- hour-interval (susceptible strains).

10 days after the infection (either on D20 or on D27, depending of the infection session), the
lambs were slaughtered by using 3.65 g of pentobarbital (Doléthal®, 182.2 mg/ml, Vétoquinol S.A.,
Magny-Vernois, France). The abomasa and small intestine were immediately collected for future
worm counts.

The facilities hosting the animals and trial performance met the French ethical and welfare rules
(agreement SSA N°115 of December 15, 2014). The experimental protocol was approved by an
ethic comity (Number APAFIS#2016061022352502).

2.1.2 Methods

2.1.2.1 Parasitological monitoring

At necropsy, the abomasum and the seven first meters of the small intestine were separated, tied,
rapidly removed and then stored at -20°C for further larvae counts and determination of larvae
stages (L3, early L4, L4) of the two worm species (Douvres, 1957).

The larvae were collected from the luminal contents, after abomasal and intestine washings, and
also after a digestion of mucosae with pepsin-HCIl (during 6 h at 37°C). Larvae counts were

performed according to a 10% aliquot technique (MAFF, 1986).

2.1.2.2 Patho-physiological measurements

Individual blood samples were taken by jugular venipuncture two times for animal
slaughtered on the first date and three times for animal slaughtered on the second date (on the day
of infection, at the first necropsy and on the second necropsy) for determination of PCV, using a

micro-hematocrit centrifuge and reader.

128



Elodie Gaudin | 2017

2.2 Study performed on adult worms

2.2.1 Experimental design (Fig. 2)

A 6-week feeding trial was completed with thirty dry goats (Alpine breed, from one to seven
years old, previously bred indoors). An egg count was performed on arrival to control the absence
of GIN infections.

On day DO, the goats received a single oral dose of 5000 third stage larvae of T. colubriformis
and 3000 third stage larvae of H. contortus (susceptible strains).

The goats were weighed on arrival. Fecal egg counts (FEC) were determined twice weekly from
D21 and blood samples were taken weekly for determination of blood PCV, as well as the
observation of the eye mucosa according to the FAMACHA chart ®

On day 21 post-infection (PI), the goats were stratified according to FEC, body weight (BW) and
PCV and assigned to three dietary treatments (n = 10 per treatment; 800 g of crude feed per day and
per animal, distributed by group), which consisted of 100% Sainfoin pellets (= S group), 100%
Sainfoin + Hazelnut pellets (= SH group) or 100% Lucerne (or control) pellets (= C group). The
three diets were isoproteic but differed in the quantity of condensed tannins (Table 2). In addition,
the three groups received daily hay ad libitum and had free access to water.

A one-week adjustment period (from D21PI to D28PI) allowed the goats to adapt to the new diet
(from a diet based on the control pellets and the same hay that they will receive during the
experiment). Then they received the “full” experimental diet.

On day 50 PI, after 22 days of distribution of the diets, half of the animals per group (n =5 per
treatment) were slaughtered by using 3.65 g of pentobarbital (Doléthal®, 182.2 mg/ml, Vétoquinol
S.A., Magny-Vernois, France) and the abomasa and small intestine were immediately collected for
future worm counts.

On day 70 post-infection, after 42 days of distribution of the diets, all the remaining animals (n =
5 per treatment) were slaughtered according to the same procedure. The abomasa and small
intestines were immediately collected for future worm counts.

The facilities hosting the animals and trial performance met the French ethical and welfare rules
(agreement SSA N°115 of December 15, 2014). The experimental protocol was approved by an
ethic comity (Number APAFIS#1276-2015072810353703 v2).
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2.2.2 Methods

2.2.2.1 Parasitological monitoring

From D21PI, individual fecal samples were rectally collected and used to measure the fecal egg
count (FEC), using a modified McMaster procedure (Raynaud, 1970). Data were expressed as eggs
per gram of feces (EPG).

After each egg counting, fecal samples were gathered, according to experimental treatment, to
incubate for 10 days at 23°C. Then L3 larvae were recovered according to a Baermann technique
(Baermann, 1917) and 100 larvae were counted in order to identify the percentage of each worm

specie.

At necropsy, the abomasum and the seven first meters of the small intestine were separated, tied,
rapidly removed and then stored at -20°C for further adult worm counts. The worms were collected
from the luminal contents. Worm counts were performed according to a 10% aliquot technique

(MAFF, 1986).

To measure the female fertility, ten adult female H. contortus worms and ten adult female 7.
colubriformis worms, per animal, were conserved in 70 % alcohol for further analysis.
Then, the H. contortus female worms of each goat were placed in Eppendorf® tubes and grounded
with a rod to release the eggs from the uterus (Kloosterman et al., 1982). Thereafter, the tube was
filled with 1 ml of water and the total number of eggs was determined based on a 10 % aliquot.
Subsamples were placed under a microscope slide and the number of eggs was counted at 100 X
magnification. For T. colubriformis, the females were observed directly, after cleaning with lacto
phenol, under a microscope slide and the number of eggs were counted in utero at 100 X

magnification.

2.2.2.2 Patho-physiological measurements

During the trial, individual blood samples were taken weekly by jugular venipuncture for
determination of PCV, using a micro-hematocrit centrifuge and reader. At the same time, eye-
mucosa was evaluated using the FAMACHA® chart (note from 1 to 5 (anemia)) (Bath and Van
Wyk, 2009).
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2.3 Statistical analyses

For the first experiment, the data on the total number of worms and the total number of the
different stages of larvae (L3, early L4 and L.4) were analyzed for each nematode species, first by
using an analysis of variance (ANOVA) 1 on each date of necropsy. In a second step, a two-way
ANOVA (factors: type of diet and length of distribution before infection) was applied on the total
number of larvae and on the percentage of larval stages, in order to detect possible interactions
between the experimental diet and the length of distribution. Before analysis, the number of worms
were log (x+1) transformed and the percentage were transformed by ArcSinuS\/(n) in order to
normalize the distribution of data. All analyses were performed using the SYSTAT® software.

For the second experiment, the data on FEC, FAMACHA® score, PCV, as well as the number of
adult worms, the female fertility for each species and the percentage of larvae obtained after
coproculture were analyzed by a two-way analysis of variance (factors: type of diet and length of
distribution). Before analysis, the FEC, the FAMACHA® scores and the number of adult worms
were transformed by log (x+1) in order to normalize the distribution. All analyses were performed
first in repeated data (in 4 periods: DO to D28, D28 to D70, D28 to D50 and D50 to D70) and in a
second step date by date, using the SYSTAT® software.

Differences were considered significant at P < 0.05, and a trend was considered when P < 0.10.

3. Results

3.1 Experiment 1: Effect of tannin diets and length of distribution on the establishment of

third-stage infective larvae populations

3.1.1 Haemonchus contortus (Table 3 and Figure 3)

= Total number of larvae (Table 3)

Overall there was no difference in the mean number of H. contortus between the 2 dates of
necropsy (hence according to the 2 different length of distribution).

On the first date of necropsy, results of the ANOVA 1 revealed a trend (P < 0.07) in the
number of L3 and a significant difference in the number of early L4 (EL4) between the 3 feed
groups. This corresponded to higher numbers of early stages (L3 and EL4) in the SC group
compared to the S and C groups. However, no statistical difference was found between the 3

experimental groups in the total number of L4 and total H. contortus.
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On the second date of necropsy, results of the ANOVA 1 suggested an overall reduction of
the total number of H. contortus between the C group vs. the S group (reduction by - 70 %) and the
SC group (- 72 %) when compared to control values (P < 0.07). No statistical differences were
found for the L3 population, but a trend for the EL4 (P < 0.10), with lower values for animals in the
C and S groups. Statistical values close to significance (P = 0.054) were found for the L4 number,
with lower values for animals in the SC group.

The use of ANOVA 2 aimed at exploring possible interactions between the 2 factors: a) the
type of diet (concentration of CT) and b) the length of distribution based on the raw data. The
respective statistical values concerning the interaction between these 2 factors were respectively
0.063 for the total worm number, 0.09 for the total L3, 0.02 for the EL4 (higher percentage of EL4
in the necropsy n°2 for the animals of C and S groups and lower values in the necropsy n°2 for the

animals in the SC group) and non-significant for the L4.

= Stage composition of the population (Table 3 and Figure 3)

The type of diet and length of distribution did not have any significant effect on the
percentage of stages of larvae counted after necropsy for H. contortus (P > 0.05). Overall, the main
stage on both dates was the L4 larvae (mean of 85% for the three groups). However, main
differences were observed in the relative proportion between the L3/EL4 and L4 composition
between the 3 experimental groups and the 2 dates of necropsy.

Such interactions focusing on the L4 were also underlined by the ANOVA 2 analyses
applied on the transformed values of proportion of each stage for which a statistical trend for

interactions was underlined for the % of L4.

3.1.2 Trichostrongylus colubriformis (Table 4 and Figure 4)

= Total number of larvae (Table 4)

Overall, a trend (P < 0.1) was observed suggesting differences in the mean total number of
T. colubriformis established for the 2 dates of necropsy (= according to the 2 different lengths of
distribution of the CT containing diets). However, the reductions in worm populations between date
1 and 2 of necropsy were similar for the 3 experimental groups (from — 23 % to -26 %).

Overall, the ANOVA 1 analyses did not show any significant effects between the
experimental groups on both dates of necropsy for the total number of T colubriformis and for the
total number of the different stages. Overall, the main stage was the L4 larvae (mean of 82%

between all groups).
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= Stage composition of the population (Table 4 and Figure 4)

This lack of significant differences was confirmed by the ANOVA 2 analyses applied on the
different stages. No significant differences according to the feed treatment, the length of distribution

and for interactions were observed for both the raw data and the percentage of the different stages.

3.1.3 Blood packed cell volume

There was no statistical effect of the feed treatment and the length of distribution on the
PCV values (P > 0.05). Overall, the animals with the lowest PCV values were the lambs fed with
the sainfoin + chestnut, all along the experiment. However, all the PCV values remained above 35%

during all the experiment.

3.2 Experiment 2: Effects of tannin diets on adult worm populations

3.2.1 Effect of the tannin concentration and length of distribution on parasitological data

= Fecal egg counts

Before the distribution of the different diets, there was no difference between treatment on the
FEC results (P > 0.05) (DO to D28). The same was observed from D28 to D70, from D28 to D50
and from D50 to D70. The date by date analysis of variance revealed no difference on any specific
day. Compared to control values, the reductions in FEC varied from 11% to 55% (on D58) in the
sainfoin group (mean reduction of 17%) and from 8% to 54% (on D71) in the sainfoin + hazelnut
group (Fig. 5).

The length of distribution had no effect on the FEC values.

= Larval cultures

No differences between treatments were observed on the percentage of nematodes species
recovered after larval cultures (on repeated data or date by date) (Table 5). Overall, there was no
variability between treatments: Haemonchus contortus being the dominant specie (mean between

80 and 90% in the three groups).
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=  Number of adult worms and female fertility of Haemonchus contortus

The type of diet did not have any significant effect on the number of adult worms counted after
necropsy for H. contortus (Table 6) (P = 0.72), whatever the date of necropsy. For the three groups,
less adult worms were found in the slaughter n°2 than in the first one (P > 0.05).

The diet did not have any significant effect on the female fertility of H. contortus (Table 6) (P =
0.11), although the fertility was reduced by 14 % in the S group and 9 % in the SH group for H.

contortus (compared to the control group).

* Number of adult worms and female fertility of Trichostrongylus colubriformis

The type of diet did not have any significant effect on the number of adult worms counted after
necropsy for T. colubriformis (Table 7) (P = 0.97). For the three groups, less adult worms were
found in the slaughter n°2 than in the first one. This resulted in a statistical trend to a lower parasitic
burden in slaughter n°2 (P = 0.07).

In addition, the diet had a significant effect on the female fertility of 7. colubriformis (Table 7)
(P < 0.05): overall, the fertility was reduced by 11 % in the sainfoin group and 7 % in the sainfoin +
hazelnut group (compared to the control group).

The length of distribution had a significant effect (P < 0.05) on the 7. colubriformis fertility (+
3.7% in the control group between the slaughter n°1 and the slaughter n°2; -16.1% in the S group
and -13.1% in the SH group).

3.2.2 Effect of the tannin concentration and length of distribution on animal resilience and

pathophysiological parameters

= Blood PCV

Before the start of the experimental diets, there was no statistical effect of the treatment on the
PCV values (P > 0.05). Between D34 and D48, there was a significant effect of the diet on the PCV
results (P < 0.05). Finally, between D55 and D69, the diet did not have significant effect on the
PCV values.

The date by date analysis of variance revealed no statistical effect on any specific day.

The length of distribution did not have significant effect on the PCV values (Fig. 6).
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» FAMACHA® score

Before the start of the experimental diets, there was a statistical trend to an effect of the
treatment on the FAMACHA® score (P = 0.05) : animals in the sainfoin group had higher values
than animal in the control group and animal in the sainfoin + hazelnut group. However, in the last
day before the start of the experimental diet (on D27), there was no effect of the treatment (P =
0.46). Between D34 and D48, the diet had a significant effect on the FAMACHA?® results P <
0.05), with the highest values for the animals in the sainfoin group and the lowest values for the
animals in the sainfoin + hazelnut group. Between D55 and D69, the diet did not have significant
effect on the FAMACHA® scores. Finally, between D34 and D69, the diet had a significant effect
on the FAMACHA® results (P < 0.05), with the highest values for the animals in the sainfoin group
and the lowest values of animals in the sainfoin + hazelnut group.

The date by date analysis of variance revealed a statistical effect of the diet on D41 (P < 0.05)
and D48 (P < 0.05) : the difference was explained by a difference between animals in the two tannin
containing diet treatments (and not with the control group) (P < 0.05).

The length of distribution did not have any significant effect on the FAMACHA® score (Fig. 7).

4. Discussion

The aims of these 2 experiments composing this study were 1) to confirm the effects of
dehydrated pellets of sainfoin on 2 different key steps/stages in the nematode life cycle; 2) to
examine the role of 2 factors, namely the tannin concentration and the length of distribution to
modulate these effects; 3) to explore the hypothesis that the association between these 2 factors
might show some synergistic effect on either the early phase of nematode parasitic development or
on adult populations and 4) to confirm possible differences in the AH effects depending on the
nematode species. To the best of our knowledge, this is the first study with tannin-rich diets where
the effect of tannin concentration and length of distribution were tested on different live stages and
GINs species. The objective was to provide information to implement solutions based on
dehydrated pellets for farmers facing multiresistant strains in their flock (Van Wyk et al., 1997).
Tannins-containing nutraceuticals have three main potential impacts on the GIN life cycle (Hoste et
al., 2012; 2015): 1) a lower establishment of the infective larvae (L3) in the host (Mupeyo et al.,
2011); 2) a lower excretion of nematode eggs by adult worms, due either to a lower female fertility
or to a reduction in worm numbers (Costa-Junior et al., 2014; Kommuru et al., 2015) and 3) a lower
development of eggs into L3 larvae (Shaik et al., 2006). However, the possible impact on the early
phase of nematode development has rarely been examined in details.
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1) To confirm the effects of dehydrated pellets of sainfoin on 2 different key steps/stages in the

nematode life cycle

The first experiment suggested different results depending on the nematode species. For T.
colubriformis, reductions from -16 % to -23 %, compared to control, were observed in the worm
number on both dates of necropsy. However, these differences were non-significant. In addition, no
difference in stage composition was noticed. For H. contortus, several trends in statistical
differences were noticed by comparison to the control on the 2 dates of necropsy. To sum up, the
results on the first date of necropsy (i.e. 5 days of consumption of the tannin containing feed before
infection) showed a higher proportion of early stages (L3 and early L4) in the SC group suggesting
some delay in the development of H. contortus. A previous in vivo study focusing on the
exsheathment of the larvae (Brunet et al., 2007), comforted by results of several in vitro studies
(Brunet et al., 2007; 2008; 2011), have suggested that the consumption of sainfoin and tannins was
associated with a delay in this early process of nematode establishment in a dose-dependent
manner. It is possible that the change in stage composition observed in the current study is a post
pone effect of these early event. In contrast, on the second date (i.e. after 12 days of consumption of
dehydrated pellets of sainfoin), the stage composition was similar between the 3 groups. One
hypothesis was that we noticed a delay in the larvae development with 5 days of consumption and a
difference on the number of larvae with 12 days but no effect on the larvae stages composition. On
the other hand, substantial reductions by -70 % and -72 % (P < 0.07) in total worm number were
measured. In previous studies in goats drenched with quebracho, around the time of infection and
the establishment of third stage infective larvae (necropsy on day 12 after infection), decreases of -
33 %, -70 % and -64 % were reported respectively for H. contortus, T. circumcincta and T.
colubriformis (Paolini et al, 2003; Paolini et al, 2004). With sainfoin hay, in similar conditions, the

reduction in H. contortus establishment was by -38 % (Paolini et al, 2004).

In the second experiment, the effect of the 2 same factors (concentration of tannins in the
pellets and length of distribution) were measured on the 2 same nematode species, but the adult
worm populations were the main target. Some reductions in FEC in goats fed tannins relative to
control group approximated -50 % to -55 % on some dates, especially after the first necropsy (from
D55 to D70). These values are similar to those mentioned in previous studies with goats fed
sainfoin (Paolini et al., 2005) or receiving other tannin-rich plants, such as sericea lespedeza
(Kommuru et al., 2015) or Acacia mearnsii (Costa-Junior et al., 2014). However, in our study, no

differences were obtained.
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This lack of statistical difference in FEC was associated with a lack of difference between the 3
experimental groups for the PCV values and the FAMACHA index (Figures 6 and 7). This is in
contrast with other studies performed with either sainfoin (Paolini et al., 2005) or with other
resources such as sericea lespedeza (Terrill et al., 2007), when the consumption of bioactive forages
was frequently associated with an improved host resilience and a reduced anemic status of the
animal (Terrill et al., 2007; Hoste et al., 2015). However, an absence of effect has also been
previously described in another study with pelleted sericea lespedeza (Kommuru et al., 2015). The
mechanism by which the consumption of tannin-containing Legume contribute to improve the host
resilience remains unclear.

Last, differences between the 3 experimental groups related to the worm count data also remain
scarce and moderate. For H. contortus, no difference neither in the worm number nor in the female
fertility was observed whatever the date of necropsy. For the intestinal specie, no difference in
worm count and female fertility was assessed on date 1. On the second date of necropsy, a general
reduction in the number of 7. colubriformis was observed compared to date 1 but the same trend
occurred in the 3 groups. No statistical differences were found between the 3 feeding regimes. In
contrast, statistical differences were found between the values on fertility between control group
and the 2 the tannin-containing groups (P < 0.05). However, considering the proportion of the 2
nematode species, it is doubtful that this decrease observed in the female fertility of T.
colubriformis can explain by itself the reduction in FEC.

Overall, these results illustrate different impacts on adult worm populations (reduction in EPG and
in the fertility of some female worms) and are in agreement with some previous observations
illustrating the anthelmintic efficacy of sainfoin (Paolini et al., 2003; 2005; Heckendorn et al., 2006;
2007; Manolaraki et al., 2010) and also of other tannin-rich Legumes, such as sericea lespedeza
(Shaik et al., 2006; Gujja et al., 2013; Costa-Junior et al., 2014; Kommuru et al., 2015).
Nevertheless, the lack of statistical differences between the S and SH groups compared to the C
group makes the current results obtained in experiment 2 moderate compared to previous studies.
This can probably be associated to the relatively low level of CT measured in the pellets of the 2

experimental groups

2) To examine the role of 2 factors, namely the tannin concentration in the feed and the length of

distribution to modulate the AH effects

Although the two successive studies targeted two different stages of the same, abomasal and/or
intestinal species, some of the current results obtained in both experiments support the first

hypothesis :
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the length of distribution of tannin-containing pellets might modulate the AH effects on both
the early development of the parasitic stages and on some biological traits of adult worms.

In the experiment 1, results obtained after 5 days of consumption suggested that some

disturbances can occur in the early development of H. contortus in the SC group. In contrast, results
obtained after 12 days of impregnation of the digestive tract with bioactive tannins was related to
consistent decreases (P < 0.07) in H. contortus worm numbers in both S and SC groups. In the
experiment 2, the sole statistical difference observed concerned the decrease of the fertility of the
female T. colubriformis on the second date of necropsy.
On the first date on necropsy in experiment 1, only minor differences were observed between the
two levels of tannins in both experiments. In experiment 1, the tannin content in the diet SC was
twice the values measured in the diet S. However, the sole difference between groups was on date 1
in the composition of the H. contortus whereas similar reduction was observed in H. contortus
populations on date 2. One can wonder whether the 1.9 % of tannins in the S pellets was sufficient
to achieve a maximum effect after 12 days of consumption.

In experiment 2, as previously discussed, the significant results were scares. This can probably
be related to the level of tannins in the S pellets (namely 2.11 % of CTs), available at the time of
experiment, which was relatively low, and to the minor difference achieved after incorporation of
hazelnut peels in the SH groups (namely 2.76 in the SH group). The need to adjust iso-proteic feed
in the formulation of the SH pellets including the hazelnut peels has led to lower the difference in
tannin contents. The same reason explained the selection of alfalfa pellets (0.89 % of TCs in the C
group), containing some flavonoids whose AH properties have yet been underlined by some in vitro

previous studies (Bahuaud et al., 2006; Brunet and Hoste., 2006).

The addition of industrial by-products (namely hazelnut and chestnut peels) to sainfoin has been
applied to increase the total content of tannins in the pellets, sometimes because of the lack of
availability of sainfoin pellets with higher CT content. This solution has been previously used and
contributed to increase the effect on adult worm populations (Girard et al., 2013). However, it is
worth to underline that the nature of CTs in both hazelnut peels and chestnut peels differ from those
in sainfoin. For example, CTs of hazelnut peels are mainly galloylated procyanidin (PC)-rich (80 %
PCs vs 20 % of prodelphinidines (PDs)), in contrast with sainfoin, which is a PD-rich resource (70
9% vs 30 % of PCs). Results confirming a role of the quality of CT (in particular the PD/PC ratio but
also the mean degree of polymerization) in the AH activity have been accumulated recently (Li et

al., 2010; Quijada et al., 2015; Hoste et al., 2016; Ramsay et al., 2016; Ropiak et al., 2016).
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3) To explore the hypothesis that the association between these 2 factors might show some
synergetic effect on either the early phase of nematode parasitic development or on adult

populations

Because of the lack of effects due to the difference in tannin contents in pellets, it was difficult to

obtain any results to illustrate such interaction.

4) To confirm possible differences in the AH effects depending on the nematode species

In contrast, we have confirmed differences between intestinal and abomasal worm species in
the response to CTs (Hoste et al., 2016).
This variability might be related to species specific responses. Several previous in vitro studies
(Paolini et al., 2003; 2004; Moreno-Gonzalo et al., 2013ab; Quijada et al, 2015) have illustrated the
fact that infective larvae of H. contortus and T. colubriformis did not have the same response to a
range of tannin containing extracts including sainfoin. In particular, in a recent study relying on the
LEIA, Quijada et al. (2015) suggested that H. contortus larvae were overall more susceptible (they
showed lower EC50 values) than T colubriformis. In vivo, differences in the AH effects have been
also frequently mentioned between intestinal or abomasal species (Athanasiadou et al., 2001;
Paolini et al., 2003; 2005, Hoste et al, 2015). These in vivo differences might be explained by
differences in CT bioavailability along the digestive tract and thus differences in worm exposure to
tannins, but only a few studies have explored this hypothesis (Terrill et al., 1994; Desrues et al.,

2015; Quijada et al, 2016).

We have also confirmed differences between life stage of nematodes, explained by specific
features of each parasitic stage. Previous studies have shown that L3 larvae seem more susceptible
to the effects of CTs than adult worms: a same sainfoin extract did inhibit the larval migration of 7.
colubriformis but not the mobility of adult worms (Paolini et al., 2004) and in vivo, sulla did induce
of reduction of the establishment of L3 larvae whereas no effect was observed on adult worms

(Tzamaloukas et al., 2005).
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Conclusion

The present study confirms previous results obtained when feeding small ruminant with
tannin-containing legumes, to control the GIN infections with one abomasal and one intestinal
species. The use of pelleted bioactive feed with measurable and standardized tannin contents,
besides to have interesting nutritional values (approximately 15% of crude protein for sainfoin),
might reduce the nematode egg excretion and therefore the field contamination and reduce the
establishment of larvae. These studies also highlight the complexity of use of nutraceuticals in farm,
especially to determine and adjust the quantity of CTs to add in the diet.

The current results suggest that a minimal period of distribution is necessary to obtain a
reduction of the establishment of the L3 larvae and to reduce the fertility of the female nematodes.

Further experiments are thus needed to better evaluate the minimum tannin-content

(threshold) in the diet and the minimum length of distribution.
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Figure captions

Fig. 1 Experimental schedule of the experiment performed on L3 larvae (Three different diets : 1 =
sainfoin + chestnut (SC) group; 2 = sainfoin (S) group; 3 = control (C) group and two length of

distribution before infection : 5 days or 12 days).
Fig. 2 Experimental schedule of the experiment performed on adult worm populations (Three
different diets : control ; sainfoin ; sainfoin + hazelnut and two length of distribution after infection

: 22 days or 42 days).

Fig. 3 The effect of feeding sainfoin; sainfoin + chestnut or control pellets on the stage of larvae of

H. contortus counted after the necropsies (percentage of larvae + S.E.M.) of parasitized lambs.

Fig. 4 The effect of feeding sainfoin; sainfoin + chestnut or control pellets on the stage of larvae of

T. colubriformis counted after the necropsies (percentage of larvae + S.E.M.) of parasitized lambs.

Fig. 5 The effect of feeding sainfoin; sainfoin + hazelnut or lucerne pellets on eggs per gram (EPG

+ S.E.M.) of feces from parasitized goats.

Fig. 6 The effect of feeding sainfoin; sainfoin + hazelnut or lucerne pellets on blood packed cell

volume (PCV + S.E.M.) of parasitized goats.

Fig. 7 The effect of feeding sainfoin; sainfoin + hazelnut or lucerne pellets on the FAMACHA®
score (PCV £ S.E.M.) of parasitized goats.
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Figure 3
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Tables

Table 1: Chemical compositions of the dietary treatments of the experiment on infective larvae,
performed on lambs. The different superscripts indicate the methods used and the number of the
method according to the French feed analysis system. C = control group ; S = sainfoin group ; SC =

sainfoin + chestnut group.

Dietary treatment

C S SC
Dried Matter”, g/lkg of product 886.00 904.00 870.00
Crude Protein”, g/kg of product 152.00 131.00 146.00
Total tannin (% of tannic acid)® 0.00 1.90 5.00

4 Matter dried at 103°C
b Kjeldahl method (NF EN ISO 5983-2)

¢ Folin-Ciocalteu method
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Table 2: Chemical compositions of the three dietary treatments of the experiment on adult worms,

performed on adult goats. The different superscript indicate the methods used and the number of the

method according to the French feed analysis system. C = control (lucerne) group ; S = sainfoin

group ; SH = sainfoin + hazelnut group.

Dietary treatment

C S SH
Dried Matter”, g/kg of product 907.00 890.00 888.00
Crude Protein®, g/kg of product 145.80 152.70 153.30
Crude fat®, g/kg of product 20.90 25.20 42.40
Cellulose’, g/kg of product 215.60 153.80 159.60
Total tannin (% of tannic acid)® 0.89 2.11 2.76

* Matter dried at 103°C

® Kjeldahl method (NF EN ISO 5983-2)
°NF V18-104

4 NF V03-40

¢ Folin-Ciocalteu method
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Table 3: The effect of feeding sainfoin; sainfoin + chestnut or control pellets on L3 larvae (Number

of larvae + S.E.M.), and stage of larvae of Haemonchus contortus of parasitized lambs. Results of

the two-way analysis of variance. The lack of any superscript means Non Significant differences. a,

b, e, f, g h, i, j mean a trend for statistical difference (P < 0.1) and ¢ and d mean statistical

difference (P < 0.05).
Larvae number and stage
Slaughter 1 Slaughter 2
L3 Early L4 Total L3 Early L4 Total
L4 L4

Control 254 150 °¢ 2900 307.5£127.5 6.0 68.0° 5260°% 600.0 +£316.0"

+50 +58 1679 89 1492 43542
Sainfoin 43 % 514 € 392.9 448.6 £ 102.5 2.5 25.0 f 155.0 h 182.5 + 57.5j

£50 +206 1277 30 4379 £915
Sainfoin + 40.0° 1950 ¢ 4125 647.5 +357.5 2.0 140" 1500" 168.0 + 154.0°
Chestnut £392 411196 * 340.5 4.5 +16.7 +£164.5
Mean 16.0 87.0 365.0 410.0 £ 312.3 36.0 278.0 326.4 £322.9

+27.8 +£106.6 +221.9 +6.3 +422 +£2884
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Table 4: The effect of feeding sainfoin; sainfoin + chestnut or control pellets on L3 larvae (Number

of larvae + S.E.M.), and stage of larvae of Trichostrongylus colubriformis of parasitized lambs.

Results of the two-way analysis of variance. The lack of any superscript means Non Significant

differences.

Larvae number and stage

Slaughter 1 Slaughter 2
L3 Early L4 Total L3 Early L4 Total
L4 4
Control 18.0 98.0 842.0 958.0 +£25.6 34.0 118.0  586.0 738.0£129.6
+13.6 £29.6 +13.6 +288 +£664 £95.2
Sainfoin 12.0 96.0 630.0 738.0+114.4 16.0 106.0  448.0 570.0 + 300.0
+104 +£20.8 +100.0 +192 +£61.6 +£237.6
Sainfoin + 40.0 112.0 652.0 804.0 + 188.8 14.0 96.0 484.0 594.0 + 162.0
Chestnut +20.0 *66.4 +114.4 +858 £59.2 +£1352
Mean 233+ 102.0+ 708.0+ 833.3+175.2 213+ 106.7  506.0 + 634.0 +£274.9
17.3 384 115.7 19.1 +6 157.6
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Table 5: The effect of feeding sainfoin; sainfoin + hazelnut or control (lucerne) pellets on
percentage of H. contortus (% larvae of the species / total of L3 larvae recovered after larval
culture) (% of H. contortus and T. colubriformis + S.E.M.). Results of the two-way analysis of

variance. The lack of any superscript means Non Significant differences.

Control Sainfoin Sainfoin + Hazelnut

% H. % T. % H. % T. % H. % T.

contortus colubriformis | contortus  colubriformis | contortus colubriformis
D27 72 28 95 5 88 12
D34 97 3 94 6 98 2
D41 81 19 87 13 91 9
D48 89 11 96 4 88 12
D55 90 10 85 15 96 4
D62 90 10 89 11 93 7
D69 88 12 88 12 93 7
Mean 87+5.8 13+£5.8 91 +£3.8 9+38 92+29 8+2.9

155



Elodie Gaudin | 2017

Table 6: The effect of feeding sainfoin; sainfoin + hazelnut or control (lucerne) pellets on adult
worms (Number of worms + S.E.M.), and female fertility (Number of eggs per female + S.E.M.) of
Haemonchus contortus of parasitized goats. Results of the two-way analysis of variance. The lack

of any superscript means Non Significant differences.

Worm number Female fertility
Slaughter 1~ Slaughter 2 Slaughter 1 ~ Slaughter 2
Control 770 + 353 588 + 389 153 £42 163 +77
Sainfoin 746 + 591 620 + 384 139 +£51 138 £32
Sainfoin + Hazelnut 887 +216 889 + 609 145 £32 145 £ 54
Mean 791 + 428 699 + 501 144 + 42 149 + 54

Table 7: The effect of feeding sainfoin; sainfoin + hazelnut or control pellets on adult worms
(Number of worms + S.E.M.), and female fertility (Number of eggs per female + S.E.M.) of
Trichostrongylus colubriformis of parasitized goats. Results of the two-way analysis of variance.
The lack of any superscript means Non Significant differences. a and » mean a trend for statistical

difference (P < 0.1) and ¢ and d mean statistical difference (P < 0.05).

Worm number Female fertility
Slaughter 1 Slaughter 2 Slaughter 1 Slaughter 2
Control 1537 +579° 956 +696" 27052 279269°
Sainfoin 1137 £344" 786+ 162" 272+53  226+53¢
Sainfoin + Hazelnut 1346 +606° 862 +327° 28.5+4.6 23.0+3.6¢
Mean 1339 £ 530 868 +399 27.5+£5.1 243+£53
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Article 3 : Etude in vitro et in vivo de I'interaction entre un anthelminthique de
synthése et les tanins condensés

La diffusion généralisée a travers le monde de résistances aux anthelminthiques (AHs) de synthese
chez les nématodes gastro-intestinaux impose d’explorer de nouveaux modes de lutte. Parmi ces nouvelles
méthodes, l'utilisation de nutricaments riches en tanins semble étre une option intéressante pour
remplacer (ou limiter) I'utilisation excessive des traitements chimiques. Les objectifs de cette étude ont été
de tester |'efficacité anthelminthique de granulés de sainfoin contre une souche d’Haemonchus contortus
multi-résistante aux AHs, chez des agneaux infestés expérimentalement, et d’examiner I|’éventuelle
interaction entre un AH de synthése (ivermectine par voie orale) et une ressource riche en tanins
condensés (TCs).

L'étude in vivo a été réalisée avec vingt-quatre agneaux, inoculés a JO avec des larves infestantes
d’H. contortus. A J21 post-infestation, les agneaux ont regu soit des granulés de sainfoin (3.5 % de TCs), soit
des granulés de luzerne (0 % de TCs). A J39, la moitié des agneaux de chaque groupe a regu 0.25 ml/kg d’un
traitement d’ivermectine par voie orale. A J47, les animaux ont été autopsiés afin de compter les vers
adultes.

La consommation de sainfoin a été associée a des valeurs plus élevées d’hématocrite (P<0.05) et
une réduction du nombre d’ceufs par gramme (OPGs) de feces (P<0.05). Sur toute la période ou les régimes
alimentaires étaient en place, les OPGs ont été réduits de 50% dans le groupe sainfoin, comparé au groupe
témoin. Le régime n’a pas eu d’effet significatif sur le nombre de vers mais le sainfoin a réduit la fertilité
des vers femelles (P<0.05).

Les concentrations d’ivermectine dans le plasma ont été réduites chez les animaux nourris au
sainfoin vs. contréle, ce qui a été associé a une réduction de I'efficacité de I'ivermectine.

In vitro, des échantillons contenant des TCs (sainfoin, noisette ou un mélange des deux, 50/50,
w/w) ont été incubés avec de I'ivermectine dans du jus de rumen. Le dosage des échantillons par HPLC a
montré une chélation de l'ivermectine par les tanins. Ceci suggére que les tanins réduisent I'absorption
intestinale de I'ivermectine, affectant ainsi la bio-disponibilité du médicament dans le plasma et donc son
efficacité.

Les nutricaments contenant des tanins affectent la biologie des nématodes multi-résistants aux
AHs, représentant ainsi une option pour leur contréle durable. Les interactions in vitro et in vivo entre les
nutricaments et les AHs de synthese imposent d’étre vigilant lors de I'association d’un régime riche en TCs
avec un traitement d’ivermectine administrée orallement). Des études supplémentaires sont nécessaires

pour clarifier les mécanismes a |'origine de telles interactions.
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ABSTRACT

The worldwide spread of resistance to anthelmintic (AH) drugs in gastrointestinal nematodes (GINs)
imposes to explore alternative solutions. Amongst those, the possible use of tannin-containing nutraceu-
ticals appears as a relevant option to replace (or decrease the frequency of) chemical-based treatments.
Our objectives were to test the AH efficacy of sainfoin pellets against a multiresistant strain of Haemonchus
contortus in experimentally infected lambs and to examine possible interaction between ivermectin (IVM)
and condensed tannins (CT)-rich ressource.

In vivo study was performed with twenty-four lambs were inoculated (Day 0) with multiresistant H.
contortus infective larvae. On D21 Post-Infection, the lambs were assigned to two dietary treatments
(sainfoin vs lucerne control pellets). On D39, half of the animals per group received 0.25 ml/kg of an oral
ivermectin treatment. On D47, animals were slaughtered to count worms. The consumption of sainfoin
was associated with higher packed cell volume (PCV) values (P<0.05) and reduced faecal egg counts
(FECs) (P<0.05). For the experimental feeding period, FECs were overall reduced by 50% in the sainfoin
group. The diet did not have significant effect on the worm number but sainfoin significantly reduced
female fertility. Decrease in plasma IVM concentrations was observed in the sainfoin-fed animals and was
associated with a decrease of IVM efficiency when compared with the control group. Incubating tannin
in vitro with ivermectin and rumen fluid showed a blocking of ivermectin by the tannins. This suggests
that tannins lower the IVM intestinal absorption compromising thereby drug plasma bioavailability and
efficacy.

Tannin-containing nutraceuticals alter the biology of multiresistant nematodes, thus representing an
option for their sustainable control. In vivo and in vitro interactions between nutraceuticals and chemicals
impose caution when both tannin-rich diet and drug-based treatments are combined. Further studies are
required to clarify the mechanisms that support such interactions.

© 2016 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

to control these parasitic diseases in sheep and goats. However,
this quasi exclusive reliance on commercial molecules is nowadays

Gastrointestinal nematodes (GIN) are a major constraint in small
ruminants’ production, because of the consequences on produc-
tion losses, such as poor growth rates, reduction in milk production
and animal health and welfare (Taylor et al., 2007). For more than
50 years, synthetic anthelmintics (AH) have been the cornerstone
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E-mail addresses: e.gaudin@envt.fr, e.gaudin@mg2mix.fr (E. Gaudin).
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challenged, because i) of the increasing societal demand to reduce
the use of chemical compounds in agriculture and livestock breed-
ing, and ii) of the constant development and diffusion of resistance
to AHs in GIN populations especially in small ruminants.
Resistances to the main, wide spectrum, AH families are nowa-
days worldwide spread (Hughes et al., 2007; Jackson et al., 2012;
Kaplan and Vidyashankar, 2012; Pefia-Espinoza et al., 2014). The
rapid development of resistance in GIN populations to synthetic
molecules (Waller, 2006) has recently been illustrated with mon-
epantel, a representant of amino acetyl derivates, a new class of
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anthelmintics (Kaminsky et al., 2008) for which cases of resistance
have yet been described after a few years of commercialization
(Scott et al., 2013; Van-den-Brom et al., 2015). In addition, as pre-
dicted by Van Wyk et al., 1997; the multiplication of multiresistant
strains, in particular Haemonchus contortus, indeed make impos-
sible the control of GINs in some farms (Van Wyk et al., 1997;
Chandrawathani et al., 2004; Cezar et al., 2010). This situation has
led to a strong impetus to find alternatives to control GIN infections
in sheep or goats breeding.

Forages containing condensed tannins (CT) with AH proper-
ties represent one of the novel promising option. The tannins are
polyphenolic compounds, contained in various parts of the plant,
belonging to the flavonoid groups (Mueller-Harvey and McAllan,
1992). Several in vitro results have been obtained with extracts of
tanniferous legumes. Also in vivo trials with Sericea lespedeza or
sainfoin used as nutraceuticals (see Hoste et al., 2012, 2015) have
confirmed these antiparasitic effects. In addition, by-products of
the human food industry with high-tannin contents, (e.g. hazelnut
skins, carob) have also shown results in this novel mode of control
of nematodes (Girard et al., 2013; Arroyo-Lopez et al., 2014).

To improve the conservation and stability of CT-rich forages,
and to export this kind of plant, industry has focused on the possi-
ble dehydration (Terrill et al., 2007; Wolfe et al., 2008; Girard et al.,
2013; Gujja et al.,, 2013; Kommuru et al., 2015). Studies performed
with Sericea lespedeza or sainfoin pellets reported promising results
against Haemonchus contortus infections, especially by reducing
faecal eggs count (FEC) (Girard et al., 2013; Kommuru et al., 2015)
and improving the host resilience [e.g higher blood packed cell
volume (PCV) (Terrill et al., 2007; Hoste et al., 2015)].

Most of the previous results have been obtained on susceptible
strains of GINs. In contrast, only a few in vitro (Whitney et al., 2011;
Naumann et al., 2014) or in vivo studies (Whitney et al., 2013) have
clearly stated that they were been conducted with resistant strains.
Moreover, results on the effects of CT resources on multiresistant
strains are missing, despite the potential on-farm impact to provide
solutions to farmers facing these situations.

On the other hand, information remains also very limited on the
interactions between CT containing resources and synthetic AHs
which might be also a way to improve the control of resistant strains
of GINs. The occurrence of interactions between ruminant nutrition
(quantitative aspects) and the efficacy of AHs has been previously
demonstrated (Hennessy, 1993, 1997). In contrast, the possible
effect of the diet quality, (e.g; presence of plant secondary metabo-
lites (PSMs), in particular tannins), on the efficacy of synthetic
commercialized AH has been scarcely explored. Recent studies have
examined the interactions between the consumption of Juniperus
pinchotti and the efficacy of ivermectin (IVM). The results suggest a
potentialisation (synergy) between the [IVM treatment and the diet
(Armstrong et al., 2013; Whitney et al., 2013).

The general objective of the current study was to explore the
effects of CT containing resources against a multiresistant strain of
Haemonchus contortus and to explore the effects when combined
with a synthetic AH drug. These objectives were defined because of
the need to provide data to explore integrated approaches combin-
ing non-chemical mode of control associated with synthetic AH in
case of multiresistance strains in sheep and goat farming systems.

The specific objectives of the current study can be described as
followed:

1) An in vivo study was performed i) to examine the anthelmintic
efficacy of CT containing resource (sainfoin) against a mul-
tiresistant strain of Haemonchus contortus; ii) to examine the
interactions between the same CT-rich resource with a chemical
AH (oral ivermectin).

2) Acomplementary in vitro assay aimed i) at confirming the results
of the in vivo study and ii) at further analyzing the interactions

between CT-rich resources and ivermectin, by including tannin
containing resources differing in the quality of tannins (either
rich in prodelphinidins (PDs) (sainfoin), or in procyanidins (PCs)
(hazelnut skins).

2. Materials and methods
2.1. Invivo assay

2.1.1. Experimental design and protocol

A 7-week feeding trial was composed of twenty-four 2-month-
old lambs (Lacaune breed) at the start of the assay. The lambs were
reared indoors under conditions that excluded nematode infection.
A control by egg counting was performed on arrival with negative
results. On DO, the lambs received a single dose of 3400 third stage
larvae of aresistant strain of H. contortus (White River, South African
isolate, resistant to benzimidazoles, ivermectin and rafoxanide)
(Van Wyket al., 1987; Riou et al., 2003). One day after the infection,
all animals were treated with diclazuril (Vecoxan®, 2.5 mg/ml, Lilly-
France, Neuilly-Sur-Seine, France) to control coccidia. Three weeks
(D21) after the infection, the lambs were stratified by FEC, body
weight (BW) and PCV and assigned to two experimental dietary
treatments (n=12 per treatment), which consisted of 100% sain-
foin pellets (7 kg per day) (=S group) or 100% lucerne pellets (7 kg
per day) (= Cgroup). According to these concentrate part of the diet,
the two diets were isoproteic. In addition, the two groups received
hay ad libitum each day and have free access to water. From day 21
to day 28, a period permitted animals to adapt progressively to the
new diet. On day 39 post-infection, half the animals per group (n=6
per treatment) received an oral ivermectin treatment (Oramec®,
0.8 mg/ml and dose rate of 0.2 mg/kg of body weight, Merial, Lyon,
France). On day 47 post-infection, all lambs were slaughtered by
using 3.65 g of pentobarbital (Doléthal®, 182.2 mg/ml, Vétoquinol
S.A., Magny-Vernois, France) and the abomasa were immediately
collected (Fig. 1).

The facilities hosting the animals and trial performance met
the French ethical and welfare rules (agreement SSA N°115 of
December 15, 2014).

2.1.2. Sampling procedure

2.1.2.1. Patho-physiological measurements. During the trial, indi-
vidual blood samples were taken by jugular venipuncture weekly
for determination of PCV, using a micro-hematocrit centrifuge and
reader.

2.1.2.2. Parasitological measurements. From D21 faecal samples
were collected rectally twice weekly for determination of FEC,
using a modified McMaster procedure (Raynaud, 1970). Data were
expressed as eggs per gram of feces. At necropsy, the abomasum
was separated, tied, rapidly removed and then stored at —20°C
for further adult worm counts. The worms were collected from
both the luminal contents and from the results of a peptic diges-
tion performed on the mucosa for 4 h at 37 °C. Worm counts were
performed according to a 10% aliquot technique (MAFF, 1986). Mor-
phological identification of worm stages and sex were conducted
using standard recommendations (MAFF, 1986).

The relative fecundity estimate per female was estimated by
dividing the individual number of eggs per gram found on the last
FEC by the number of females found at necropsy (Athanasiadou
etal., 2001).

2.1.2.3. Kinetics ofivermectinin plasma. Afterivermectin treatment
on D39, blood samples were collected in heparin tubes on 5; 10; 24;
48; 96 h and seven days after administration to establish the drug
pharmacokinetics.
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Fig. 1. Experimental schedule.

Plasmatic ivermectin concentrations were determined_by HPLC
with fluorescence detection according to previously described and
validated methods (Alvinerie et al., 1999). Data were analysed using
a non-compartmental approach with version 4.2 of the Kinetica
Tm computer program (innaPhase, Philadelphia, USA). The partial
area under the plasma concentration time curve (AUC) and the
mean residence time (MRT) were calculated from 5h to 7 days by
the linear trapezoidal rule. Cmax, maximal concentration was then
determined. Data are expressed as mean =+ standard error of the
mean (S.E.M.).

2.2. Invitro assay: effect of tannins on ivermectin

The following in vitro assay was performed to study the influ-
ence of sainfoin extracts, hazelnut extracts and a mixture of both
(1:1, w/w), on the availability of ivermectin.

2.2.1. Biological material and chemicals

Sainfoin and hazelnut extracts were obtained by freeze-drying
of Multifolia pellets (Perly variety, 2013, third cut) and hazelnut
peels. The rumen fluid was obtained from a goat slaughtered with
3.65 g of pentobarbital and kept at —20 °C for 4 months. Ivermectin
powder was provided by Sigma Aldrich®.

2.2.2. Experimental design

The rumen fluid was diluted in water (1:3, v/v). In order to
achieve a final concentration of ivermectin of 50 pg/ml (Avery and
Schmidt, 1995); 1) ivermectin was diluted in 1.5% of DiMethyl Sul-
fOxide (DMSO); 2) 134 ul of the previous ivermectin solution was
diluted in 40 ml of the rumen fluid and water solution. Then, three
successive dilutions of each tannin-rich (TR) extract with phos-
phate buffer solution (PBS) (600, 1200 and 2400 pg/ml: classic
in vitro tannin test concentrations, matching the one found in vivo)
were performed to provide stock solutions (Terrill et al., 1994).
Thereafter, one ml of each TR dilution was added to one ml of
the ivermectin + rumen fluid solution, in order to achieve a final
concentration of 50 pg/ml of ivermectin and 300, 600, 1200 p.g/ml
of extracts in the test tubes. The control was the ivermectin solu-
tion diluted in rumen fluid, without addition of any extracts. Three
replicates were run per type of sample and per concentration.

All replicates were incubated for 3 h at 38°C, and mixed every
hour. After incubation, the tubes were centrifuged (14263g for
5min). Then, both the supernatant (liquid phase) and the residue
(solid phase) were collected. The ivermectin was extracted and
measured in both types of samples.

The results were expressed as% of IVM in the liquid phase ((IVM
in the liquid phase/Total IVM in the liquid + solid phases) * 100). It
is considered that the ivermectin in the liquid phase corresponds to
the available molecule in the rumen fluid which can interact with
the condensed tannins.

2.3. Statistical analyses

The data on FEC and PCV have been analysed, date by date, by
a one-way variance analysis, until D39. Then, the data on FEC and
PCV obtained on D42 and D47 as well as the number of adult worms
and the estimation of female fertility were analysed by a two-way
analysis of variance (diet treatment and IVM). Before analysis, the
FEC results and the number of adult worms (non-normal distribu-
tion) were transformed in Log (n+1). All analyses were performed
using the SYSTAT® 9.0 software. Comparison of the pharmacoki-
netic data between groups was performed using a one-way analysis
of variance (ANOVA) followed by an unpaired t-test using Statview
software (Abacus Concepts, Berkeley, CA, USA). Differences were
considered significant at P<0.05.

The in vitro data were analysed by a two-way variance analy-
sis (factors: treatment and concentration) and a linear regression
(on the percentage of ivermectin found in the liquid phase =bio-
available ivermectin) on the SYSTAT® software.

3. Results

3.1. Invivo anthelmintic effect of a tannin-rich diet on multi
resistant H. contortus

3.1.1. Effect of a tannin-rich diet on the parasitological data
e Faecal egg counts (Fig. 2).

Lambs fed with sainfoin had lower FEC than the lambs fed with
lucerne (from D32 to D42 P<0.01 and on D47 P<0.05). Between
D28 and D39, FEC was reduced by 45% for the sainfoin group (FEC
observed on D42 was 3583 and 6513 on D47 for the sainfoin group).

On the 2 last dates of sampling, there was no effect of ivermectin
treatment on FEC although on D42, the treatment reduced the FEC
of the lucerne group (between D39 and D42, FEC was reduced by
65% for the treated animals in the lucerne group) but did not show
any effect in the sainfoin group.

e Number of adult worms

The diet did not have any significant effect on the number of
adult worms counted after necropsy. The ivermectin treatment did
not show any effect on the number of adult worms counted after
necropsy between the treated and untreated groups (Table 1).

e Measurements of relative fecundity estimate

The diet had a significant effect on the fertility of female H. con-
tortus (P<0.01): the fertility was reduced by 60% in the sainfoin
group (Table 1), compared to the control group. In contrast, the
ivermectin treatment did not affect the fertility.
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Fig. 2. The effect of feeding sainfoin or lucerne pellets on eggs per gram (EPG + S.E.M.) of feces from parasitized lambs, before and after the ivermectin treatment. *, P<0.05;

**P<0.01.

Table 1

The effect of feeding sainfoin or lucerne pellets on adult worms (Number of
worms +S.E.M.) and relative female fecundity estimates of Haemonchus contor-
tus (Number of eggs by female + S.E.M.) of parasitized treated or non-treated lambs.
Results of the two-way analysis of variance completed by post hoc test: the presence
of different superscript indicates differences between subgroups (P <0.01). The lack
of any superscript means Non Significant differences.

Worm number Relative fecundity estimate

of female H. contortus

Untreated Treated Untreated Treated
Sainfoin 1348 +542 1943 + 681 4.24+296% 4,04+2.132
Control 12554140 1632+1299 9.79+2.70P 10.85+7.01°

3.1.2. Effect of a tannin-rich diet on blood PCV

The diets had a significant effect on blood PCV on D39 (P<0.05)
and on D42and D47 (P<0.01) between the sainfoin and the control
groups. There was no overall ivermectin treatment effect on PCV of
the lambs (Fig. 3).

3.1.3. Effect of a tannin-rich diet on the plasma kinetic of
ivermectin after oral administration

The drug time concentration profiles reported in plasma of con-
trol sheep are relevant to those previously reported in sheep after
oral administration (Alvinerie et al., 2008; Bartley et al., 2012). The
ivermectin concentration increased for the first ten hours, then it
stabilized for fifteen hours and decreased (Fig. 4). When animals
were fed sainfoin diet, lower concentrations of ivermectin were
measured in plasma when compared with animals fed control diet.
Consequently, the area under the time-concentration curve (pre-
senting a two-fold decrease in lambs fed sainfoin, when compared
with those fed Luzerne and the maximal concentration (Cpax =5.00
for sainfoin group versus 10.10 10.17 for sainfoin group) was sig-
nificantly lower in the sainfoin group, compared with the control
group. The mean residence time (2.32 days for sainfoin group versus
1.65 days for control group) was significantly higher in the sainfoin
group, compared with the control group (Table 2).

3.2. Invitro assay

In the control samples, on average 39% of the ivermectin were
found in the supernatant, revealing that the rumen fluid had the
capacity to trap ivermectin and thus limiting thereby its availabil-
ity for intestinal absorption. The 3 types of extracts containing CTs
increased significantly the amount ivermectin trapped in the solid
phase (P<0.01).For the highest concentration of sainfoin, 28% of the

Table 2

The effect of feeding sainfoin or lucerne pellets on the pharmacokinetics of iver-
mectin of parasitized lambs. Cpax: maximal concentration; AUC: partial area
under the plasma concentration-time curve); MRT: mean residence time. Data are
means £ S.E.M. of six animals. *P<0.05; **P<0.01.

Cmax AUC MRT
Control 10.17+1.64 23.68 + 4.12 232 +0.28
Sainfoin 5.00 +0.40* 9.59 + 1.09* 1.66 + 0,08**

ivermectin was determined as free ivermectin in the supernatant
(11.2 pg and 28.7 p.g in the solid phase), 4.3% with addition of the
hazelnut (2.0 pg and 44.7 p.g in the solid phase) and 7.9% wg/ml in
the mixture (3.5 pg and 41.5 g in the solid phase).

The concentration of tannins had a significant effect on the
availability of ivermectin (P<0.01) and significant positive linear
correlations were measured between the concentration of differ-
ent tannin containing extracts and the ivermectin concentrations
measured in the liquid phase (R? of sainfoin curve=0.97; hazel-
nut=0.95; mixture=0.98) (Fig. 5).

4. Discussion

To the best of our knowledge, this is the first study where
the interactions between tannin-containing plants and ivermectin
were ascertained by combining parasitological, pathophysiological
data and pharmacological measurements. It is also the first study
underlining that a diet based on a pelleted tannin-rich legume
showed efficiency against a strain of Haemonchus contortus resis-
tant to several anthelmintics, which is of interest considering the
increasing prevalence of multiresistances to different AH families
in GIN populations in sheep and goats breedings (Jackson et al.,
2012).

Feeding sainfoin pellets was effective in disturbing Haemonchus
contortus infection in sheep, when associated or not with oral iver-
mectin administration. The reduction in FEC for lambs fed sainfoin
relative to control group was above 50% during the whole feeding
period. These results are in line with other studies demonstrat-
ing the anthelmintic activity of different tanniniferous legumes like
sainfoin (Paolini et al., 2003, 2005; Heckendorn et al., 2006, 2007;
Manolaraki et al., 2010), Sericea lespedeza (Gujja et al., 2013; Shaik
et al., 2006) or sulla (Niezen et al., 1998). In our study, the decrease
in egg output was not related to any significant changes in worm
numbers, but was mainly associated with significant decrease in
relative fecundity estimate of female worms. Similar effects have
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Fig. 4. The effect of feeding sainfoin or lucerne pellets on the pharmacokinetics
of ivermectin of parasitized lambs Cpax: maximal concentration; AUC: partial area
under the plasma concentration-time curve) MRT: mean residence time. *, P<0.05;
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been previously described in other studies on Haemonchus contor-
tus in lambs of kids fed sainfoin (Paolini et al., 2005; Manolaraki
et al., 2010), or with the tropical Legume, Lysiloma latisiliquum,
(Martinez-Ortiz-De-Montellano et al., 2010). In contrast, in other
studies, the decrease in FEC was related to reduced worm burdens
as shown by Heckendorn et al. (2006, 2007) when testing the effect
of O. viciifolia hay or silage in experimentally infected sheep.

The mean worm counts of the two groups (treated + untreated)
were heterogeneous in the two diets, but the difference was not
statistically different (16464613 and 1443 + 718 in sainfoin and
control, respectively). This highlighted the individual response
of lambs to H. contortus infection. Similar variability has been
described in previous studies (Paolini et al.,2005; Heckendorn et al.,
2006; Manolaraki et al., 2010). The establishment rate of the infec-
tive larvae (number of worms recovered at necropsy/number of
infective larvae given) was 48% in the sainfoin group and 43% in
the control group. These values are in agreement with the values
reported in sheep after experimental infection with H. contortus by
Manolaraki et al.(2010). However, in some other studies, the estab-
lishment rate was much lower, approximating 15% (Heckendorn
et al., 2006).

The consumption of tanniniferous legume forage by lambs has
also been previously associated with an improved resilience of

the host (Terrill et al., 2007; Hoste et al., 2015). In our study, the
measurements of blood PCV, which assess the anemic status of
the lambs, was used to evaluate the resilience. Blood PCV val-
ues in the infected lambs were significantly and regularly higher
in the animals fed sainfoin than in the control group, confirming
other studies performed with various tannin containing resources
(Paolini et al., 2005 (sainfoin); Terrill et al., 2007 (sericea les-
pedeza); Arroyo-Lopez et al., 2014 (sainfoin and carob)). This
improved resilience might be associated either with some effects
due to the presence of polyphenols, or alternatively to the high
nutritive value of sainfoin compared to the control. However, the
control diet relied on another legume (Lucerne); the diets were
made isoproteic and there was no refusal in the two groups of lambs
from D28 to D47.

This trial was performed with sainfoin pellets. The efficacy
against parasites obtained with such diet confirms that the pellet-
ing process of sainfoin (high temperature and high pressure) does
not affect the anthelmintic properties of the sainfoin despite pos-
sible changes in the binding to proteins suggested by Terrill et al.
(2007), in accordance with previous observations on H. contortus
infections (Girard et al., 2013 [sainfoin]; Terrill et al., 2007; Gujja
etal, 2013; Kommuru et al., 2015 [sericea lespedeza]).

The consumption of sainfoin pellets was associated with impor-
tant changes in the drug plasma kinetics in lambs treated orally
with ivermectin. The ivermectin concentrations were significantly
lower in animal fed sainfoin when compared with those fed con-
trol diet, revealing an impaired overall exposure of the host animal
to the anthelmintic drug. Altered absorption or elimination of the
drug may account for abnormal plasma kinetic profile. These data
are consistent with the lower efficacy of ivermectin in the sainfoin
fed animals (High FEC on D42), when compared with the control
group. This strongly suggests that the sainfoin diet interfered with
the ivermectin treatment in our experimental conditions.

Our data are in contrast with previous in vitro (Armstrong et al.,
2013) and in vivo (Whitney et al., 2013) studies, where increased
anthelmintic activity was observed when ivermectin was com-
bined with another tannin containing plants (Juniperus pinchotti).
The general hypothesis was that, given that tannins can bind to
different macro-molecules, especially proteins (Bruneton, 2009),
the PSMs from tannin resources may contribute to chelate to iver-
mectin in the rumen, limiting thereby intestinal drug absorption.
Although similar animal species and similar route of ivermectin
administration were used, several other factors may account for the
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Fig. 5. Measurements of in vitro ivermectin in liquid phase (%) between groups of three tannin-rich extracts applied at different concentrations.

divergent results obtained in the two studies. First, the strains of H.
contortus used by Whitney et al. (2013) was an ivermectin resistant
strain while the White River strain used in our study was resistant
not only to ivermectin but also to benzimidazoles, and rafoxanide
(Riou et al., 2003). Another major difference concerns the type of
diet used and the nature of the plant secondary metabolites (PSMs).
In sainfoin, the main PSMs are flavonoids and CTs with a main pro-
portion of tannins being PDs (70%) vs 30% of PCs (Quijada et al.,
2015). J. pinchotti is also identified as a CT containing plant (4.1%
of dry matter) but they are mainly PCs (Engelshowe, 1983). One
hypothesis is that tannins differing in their quality (namely by the
PD/PC ratio) may interact in different ways with ivermectin.

To verify this hypothesis, ivermectin was incubated in vitro with
different types (PD or PC rich) of tannin extracts in presence of
rumen fluid in order to approximate the drugs physiological envi-
ronment in the rumen. The experiment was performed with either
sainfoin extracts, a PD-rich resource (70% vs 30% PCs) or hazelnut
extacts, a tanniniferous resource rich in PCs (80% vs 20% of PDs)
(Quijadaetal.,2015)was also in tested parallel to examine whether
the quality of tannins could affect the blocking capacity. In our
assay, ivermectin blocking or chelation was clearly associated with
the tannin-containing pellet and this was tannin dose-dependent.
We therefore propose that by blocking ivermectin in the rumen,
tannins could reduce the amount of drug available for intestinal
absorption. This is consistent with the low plasma bioavailability
and the low efficacy of ivermectin in infected animals receiving
sainfoin when compared with animal fed control diet. Further-
more, the different data obtained with sainfoin and hazelnut peels
extracts, suggest that procyanidins are more potent chelators of
IVM than prodelphinidins. This hypothesis has to be tested further
in vivo.

Juniperus species are also rich in a second type of PSM, namely
some terpenoids (up to 2.2 mg of terpenoid oil/g of dry matter)
(Whitney and Muir, 2010; Whitney et al., 2011). A second hypoth-
esis is that terpenoids also react in different ways to ivermectin.
The complexity of interactions between IVM and bioactive metabo-
lites has been illustrated by a previous in vitro study performed by
Armstrong et al. (2013), where the motility of an ivermectin resis-
tant strain of H. contortus was measured in presence of IVM. The
IVM efficacy was increased when incubating H. contortus larvae
in a buffered ruminal fluid containing dried redberry juniper. In
contrast a decrease in IVM efficacy was noticed when larvae were
incubated in terpenoid oil. The experimental design suggests also

that terpenoid oils were the main PSM responsible for the interac-
tions.

Other interferences between condensed tannins and the intesti-
nal absorption process may also contribute to decrease the
absorption of ivermectin. Drug concentration in the organism is
controlled by the drug detoxification system, whose performance
can be highly modulated by tannin-derived flavonoids. As example
oral administration of Hypericum perforatum has been associated in
humans with a decrease of metabolism of the tacrolimus, substrate
of both CYP3A and P-gp, (Hebert et al., 2004). Overall, ivermectin
and other related anthelmintic macrocyclic lactones are substrates
of the transmembrane efflux pump P-glycoprotein (P-gp, ABCB1)
which largely contributes to elimination of these drugs by export-
ing them from the plasma compartment to the intestinal lumen
(Kiki-Mvouaka et al.,2010; Ballent et al., 2006). It is well known that
plant secundary metabolites and flavonoids can inhibit the activity
of mammalian P-gp (Yazaki, 2005; Alvarez et al., 2010). As example,
quercetin in sheep increases plasma bioavailability of moxidectin
(Dupuy et al., 2003). Flavonoids can also induce P-gp gene expres-
sion (Alvarezetal.,2010). Therefore, in our study we cannot exclude
that tannins and flavonoids induced P-gp gene expression in sheep
fed sainfoin, enhancing the drug P-gp-mediated elimination pro-
cess. Elucidating this aspect represents an important objective for
future research.

5. Conclusion

As previously observed with AH susceptible H. contortus, feeding
lambs with sainfoin, a tannin-containing legume, was also effi-
cient to disturb the biology of a multiresistant AH strain. The use
of such bioactive feed might reduce significantly the nematode
egg excretion and consequently the pasture contamination. The
present results appear of main importance in production systems
where farmers remain without any therapeutic solutions to con-
trol gastrointestinal nematode populations which are resistant to
all broad spectrum families of chemical anthelmintics (Van Wyk
etal., 1997).

Based on this sole study, the current results also suggest
that combining a tannin-containing diet and an oral administra-
tion of macrocyclic lactones might have negative consequences
on the short term (immediate efficacy) and possible long term
(development of resistance) use of macrocyclic lactones. Indeed,
subtherapeutic drug concentrations as those observed in sainfoin
fed sheep, may contribute to the selection of drug resistant nema-
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todes. Further experiments are needed to verify the effect of other
tannin containing resources on multi resistant strain of nematodes
and to investigate the impact of the route of administration on the
interactions between a tannin-rich diet and ivermectin (e.g. under
injectable administration). These future studies should also help at
exploring and clarifying the molecular mechanisms supporting the
interaction of bioactive compounds and anthelmintic drugs.
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Article 4 : Comportement alimentaire des ovins et caprins lors d'un challenge
parasitaire : sélection de sainfoin riche en tanins et capacités d'automédication

L'utilisation de plantes riches en métabolites secondaires, comme le sainfoin contenant des
tanins condensés, est I'une des options dans la luttre contre les nématodes parasites des petits
ruminants au paturage. Différents tests comportementaux permettent de mesurer le degré de
motivation qu’expriment les animaux pour obtenir ces ressources.

L'objectif de cette étude a été de vérifier les hypothéses suivantes, a I'aide de deux tests de
comportement : les caprins consommeront plus de sainfoin, di a une plus grande propension a
consommer des tanins ; les animaux parasités peuvent s’auto-médiquer, notamment les caprins
de par leur moindre résistance aux parasites ; la consommation de sainfoin augmentera avec le
temps (I’hypothese étant qu’un temps d’adaptation est nécessaire pour la consommation de

granulés contenant des métabolites secondaires).

Un essai in vivo a été mené avec 20 chevrettes et 20 agnelles. La moitié de chaque lot a été
expérimentalement infestée avec une souche sensible d’Haemonchus contortus. Un mois aprés
I'infestation, les animaux ont participé a un test de cafétéria de 30 jours ou des granulés de
sainfoin et de luzerne étaient proposés a volonté. Les animaux ont ensuite participé a un test de

conditionnement opérant (luzerne disponible a volonté et le sainfoin en quantité limitée).

Dans le test de cafétéria, les chevrettes ont montré une préférence pour le sainfoin plus
marquée que les agnelles (P<0.01). La consommation de sainfoin n’a pas été différente selon le
statut parasitaire mais elle a augmenté au cours du temps pour les animaux parasités (P<0.01),
notamment chez les agnelles, sans devenir supérieure a celle des animaux non parasités.

Dans le test de conditionnement opérant, aucun effet du statut parasitaire ni de l'espéece n'a

été mis en évidence sur la motivation a consommer le sainfoin.

Les résultats du test de cafétéria ont confirmé 2 de nos hypotheéses, a savoir que (1) les caprins
ont montré une préférence pour le sainfoin supérieure a celle des ovins, et (2) les agnelles
parasitées ont augmenté leur consommation en sainfoin au cours du temps. Cependant, les
animaux parasités n’ont pas consommeé plus de sainfoin que les animaux non parasités, indiquant
donc l'absence de comportement d’automédication curatif. De nouvelles études
comportementales sont nécessaires afin de comprendre la motivation des animaux, parasités ou

non, pour ingérer un aliment riche en métabolites secondaires.
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Abstract

Plant secondary metabolites (PSMs) are one of the promising options against
gastrointestinal nematodes in sheep and goats. The objective of this study was to assess the abilities
of sheep and goats to self-medicate with tannin-rich sainfoin (SF) when infected with
gastrointestinal nematodes, with a cafeteria and an operant conditioning trials. Hypotheses were that
parasitized (P) lambs and goat kids will show greater intake and preference for SF than non-
parasitized (NP) counterparts, that kids will eat more SF than lambs (due to their lower resistance
against parasites and their higher ability to consume PSMs), and that SF intake will increase over
time for P animals.

Twenty female kids and twenty lambs aged 3 months were involved in the study. Half of the
animals per species (n=10) were experimentally infected with 170 L3 stage larvae of Haemonchus
contortus /kg of body weight (P). The other half was free from parasites for the all experiment (NP).
Five weeks after infection, animals were exposed to a 24-d cafeteria trial (three 8-d periods)
offering a free choice at the day scale between two legume pellets: SF (Onobrychis viciifolia)
containing condensed tannins (3.8 %) and alfalfa (ALF, Medicago sativa) with no tannin. Then, the
animals were involved in an operant conditioning trial of two 4-d long sessions, to assess in short-
term tests their motivation to walk for a SF reward (10 or 25 g) when offered in choice with freely

available ALF.
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In the cafeteria trial, SF preference was greater in kids than in lambs, especially in the first two
periods. We did not observe a greater preference for SF in P animals, which was even higher in NP
animals in periods 1 and 2. In period 3, all groups (P kids, NP kids, P lambs and NP lambs)
expressed similar SF preference. In the operant-conditioning trial, no higher motivation to get the
SF reward was revealed in P animals, especially when the reward decreased.

The results of this experiment support some of our hypotheses in that (1) goats are more willing
than sheep to consume tanniferous feeds, and (2) P animals increased SF intake through time.
However, a curative self-medicative behavior was not highlighted as the moderate amplitude of
these evolutions never led to a greater SF intake and preference, nor to a greater motivation to get
SF when available in a restricted quantity, in P than in NP animals, whatever the species. This is in

contrast with some previous results and some explanations are presented.

Keywords: Sainfoin; Tannins; Gastrointestinal nematodes; Small ruminants; Motivation; Self-

medication; Operant conditioning; Behaviour

1. Introduction

Gastrointestinal nematodes (GINs) are one main issue in outdoors small ruminants' production,
because of the consequences on production losses (poor growth rates, reduction in milk production,
death) but also on animal health and welfare (Taylor et al., 2007). For more than 50 years, the
conventional way to control this constraint has been the use of chemical anthelmintics (AH) (Min et
al., 2004). However, after a few decades, this quasi-exclusive use of chemical molecules has been
challenged because of the constant development and diffusion of resistance to the main, wide
spectrum, AH families (Kaplan, 2004; Coles et al., 2006; Jackson et al., 2012; Pefia-Espinoza et al.,
2014). This increasing phenomenon of resistances makes difficult even sometimes impossible to
control GINs in farms, especially in situation of multiresistant strains (Van Wyk et al., 1997; Cezar
et al., 2010). Moreover, the increasing societal demand of consumers to reduce the use of chemical
compounds had led to promote the use of natural products in agriculture and livestock husbandry.
Therefore, research has focused on finding new solutions to control GIN infections in sheep or goat
breeding, such as forages containing high values of condensed tannins (CTs), and used as
nutraceuticals (Andlauer et Fiirst, 2002; Hoste et al., 2006).

Tannins are plant secondary metabolites (PSMs) located in the vacuoles of the plant. Condensed

tannins are polyphenolic compounds of the flavonoid species (Mueller-Harvey and McAllan, 1992).
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In vitro and in vivo assays with tanniniferous legumes such as sainfoin (SF - Onobrychis viciifolia)
(Paolini et al., 2005; Heckendorn et al., 2007), sericea lespedeza (Lespedeza cuneata) (Shaik et al.,
2006; Kommuru et al., 2015) or sulla (Hedysarum coronarium) (Niezen et al., 1998) have shown
promising results and confirmed the observed anthelmintic effects (Hoste et al., 2012; 2015).

To make the conservation and stability of CTs-rich forages easier, to control the quality of the
PSMs, and to export this kind of plant, industry has focused on possible processes to dehydrate the
plants. Some recent studies performed with sericea lespedeza or SF pellets reported promising
results on the reduction of infection by Haemonchus contortus (a blood-sucking worm causing
anemia), especially by reducing faecal egg counts (FECs) (Terrill et al., 2007; Girard et al., 2013;
Gujja et al., 2013; Kommuru et al., 2015; Gaudin et al., 2016a) and by improving the blood packed
cell volume (e.g: improved resilience of the host) (Hoste et al., 2015).

CTs-rich forages have a great interest in grazing sheep systems, but even more in grazing goats,
because their immune responses against parasites are very low compared to sheep (Hoste et al.,
2010). In addition, the feeding strategies of goats and sheep are different as goats prefer to feed on
the shrub layer (Hofmann, 1989), often rich in secondary compounds, with a lower risk of presence
of infective larvae, while sheep prefer to feed on the grass layer with high risk of intake of infective
larvae (Hofmann, 1989). These differences taken together led to the consideration in the literature
of two different strategies to control parasites, based on the development of an immune response in
sheep (fight strategy) and on feeding behavior in goats (flight strategy) (Hoste et al., 2010).

Small ruminants, and more generally herbivores, have been shown to be able to modify their diet
preferences according to a reduction in nutrients imbalance (Wang and Provenza, 1996; Villalba
and Provenza, 1999) or with the avoidance of toxic compounds (du Toit et al. 1991; Ginane et al.,
2005), via an associative learning process (Provenza, 1995). Diet selection then could be seen, as
proposed by Provenza and Villalba (2006), as the "constant quest for substances in the external
environment that provide a homeostatic benefit to the internal environment". In that way,
herbivores may have the ability to select a feed rich in secondary metabolites to alleviate a malaise
(Villalba and Provenza, 2007). Previous experiments have highlighted such abilities in sheep
(Provenza and Villalba, 2006), including when the malaise was due to the presence of
gastrointestinal nematodes (Juhnke et al., 2012; Amit et al., 2013). These experiments generally
involved concentrate feeds enriched with quebracho tannins, or tropical legumes or shrubs
characterized by naturally high concentrations of condensed tannins (e.g. 8% in Juhnke et al.,
2012). The question is whether such self-medicative behavior can be observed when using a
temperate fodder legume (sainfoin) with natural but more moderate content in secondary
compounds and with herbivores that display different feeding and adaptative strategies to combat

parasites.
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The general objectives of the current study were thus to evaluate and compare the feeding
behavior of sheep and goats and their ability to self-select a tannin-rich forage because of its
anthelmintic properties. The specific hypotheses were:

1) The selection and motivation to get the tannin-rich forage would be greater in goats, due to
their capacity to eat plant secondary metabolites in the shrub layer ;

2) The selection and motivation to get the tannin-rich forage would be greater in infected

animals, especially for goats because of their reduced resistance against parasites ;

3) The intake of the tannin-rich forage would increase over time in infected animals once they

would have experienced the beneficial effects of tannin consumption.

2. Materials and methods

The experiment was conducted indoors, in the facilities of the UE1414 Experimental
Unit of INRA “Auvergne-Rhone-Alpes” in central France (45°42°N, 03°30’E). The protocol
was examined and validated by the regional ethical committee “Comité d’Ethique pour
[’Expérimentation Animale d’Auvergne” and approved by the French Research Ministry,

under the n°2015121609019762.

2.1 General procedure

The experiment was conducted from February to mid-July 2016. It involved five
successive phases which are presented on figure 1: (i) a ‘Growth phase’ from birth to the
experimental infection at 2.5 month-old, (i1) a ‘Parasitic development’ phase of 35 days for
the development of infective L3 larvae into adult nematodes with negative impact on animals,
(ii1) the ‘Cafeteria trial’ representing the first experimental phase where animals had a free
choice on a daily scale between two fodder legumes varying in their tannin content (sainfoin
and alfalfa) during 24 d, (iv) a 8 days ‘Transition’ phase between the two experimental
phases, and (v) the ‘Operant-conditioning trial’ (11 d), i.e. the second experimental phase.
This consisted in a constrained choice on the short-term (few minutes) using an operant
conditioning procedure to test the animals’ motivation to get the tannin-rich food depending

on their parasitic status.
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2.2 Animals

Twenty female goat kids (Alpine breed) and twenty ewe lambs (Romane breed) were

involved in the study. Birth dates ranged from 16" January to 10" February for kids and
between 26" January to 12™ February for lambs. From few days after birth, animals were fed
artificial milk to ensure they all had similar feeding experiences before the experiment. They
were housed in a ventilated building, in the same room (designed as the ‘breeding room”), but
in two adjacent pens (one per species). The pens were bedded with sawdust and animals had
free access to fresh water and minerals. The building was artificially lighted between 7:00 am
to 8:00 pm.
Animals were weighed for the first time on the 50 of March, which will be considered as Day
0 (DO) for the experiment. At that date, the average live weight of lambs was 14.27 (+ 2.22 kg
[mean + SEM]) and the weight of kids was 9.68 (£ 1.49 kg [mean + SEM]). The animals were
weaned on D13 (18th March).

An egg counting control was performed on D39 on all animals to check their parasitic
status. This test confirmed that the animals were free from gastrointestinal nematodes. On
D46, animals of each species were stratified according to body weight (BW) and packed cell
volume (PCV), and assigned to two groups per species (n=10 per group). ‘Parasitized’
animals (P) received a single dose of third stage larvae of a susceptible strain of Haemonchus
contortus at the dose rate of 170 L3/kg of BW (mean weight of kids at the day of infection =
18.0 kg, e.g 3050 L3 and mean weight of lambs at the day of infection = 24.6 kg, e.g 4620
L3); ‘Non parasitized’ animals (NP) remained uninfected and composed control groups. Each
pen was then divided in two equal smaller pens to finally host the four groups separately.

The L3 larvae were obtained from feces of donor sheep, kept indoors and infected
monospecifically with an AH susceptible strain of Haemonchus contortus. The facilities
hosting the animals and trial performance met French ethical and welfare rules (agreement
SSA n°115, December 15, 2014). Coproculture were maintained for 12 days at 23°C to obtain
the third-stage larvae. Larvae were then recovered from feces using the Baermann technique
(Baermann, 1917) and stored at 4°C in a horizontally vented cap flask. Animals were 2-

month-old on the day of infection.
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2.3 Experimental feed and feeding management

We used two main experimental feeds which were pellets of two fodder legumes:
sainfoin (Onobrychis viciifolia- SF_EXP) and alfalfa (Medicago sativa- ALF_EXP), which
were isonitrogeous (Table 1). The SF_EXP pellets were chosen based on their tannin content
and on their biological activity assessed both in vitro and in vivo in previous assays (Gaudin et
al., 2016b). Samples were collected and analyzed for crude protein (Dumas’ method, Cunniff,
1995), neutral- and acid-detergent fiber (Goering and Van Soest, 1970), gross energy, and
tannin concentration (HCl-Butanol method, Grabber et al., 2013) (Table 1).

Additionally to these experimental feeds, animals received other feeds, either as basal
diet during the non-experimental phases, or as a complement of the legume pellets during the
experimental phases.

During the ‘Growth’ and ‘Parasitic development’ phases, animals received artificial milk until
weaning, then pasture hay ad libitum (Crude Protein: 66-77 g/kg Dry Matter; Neutral
Detergent Fiber: 607-699 g/kg DM) complemented with a commercial concentrate for lamb
growth (CP: 160 g/kg DM; NDF: 215 g/kg DM; 1 kg/ lamb and 0.8 kg/ kid).

From the fourth week of the ‘Parasitic development phase’ animals were moved into the
device used for the cafeteria trial (see section 2.4.2) for habituation. We made a feeding
transition with the type of feed they will receive as their main diet component during the trial,
i.e. legume pellets. However, to avoid that animals get too much experience with the
experimental feeds before the start of the trial, we offered them another pelleted alfalfa
(ALF_HAB) and pelleted sainfoin (SF_HAB) (Table 1). To encourage consumption of the
legume pellets within the troughs, and until transition was completed, we mixed concentrate
(250 g / animal) with the pellets. We also provided small amounts of straw to ensure digestive
comfort. Then, during the cafeteria trial, they only received the legume pellets (ad libitum)
complemented with small amounts of hay (200 g) instead of straw, which was not ingested.
The hay was offered in a bucket placed within the pen.

During the transition phase between the cafeteria and the operant-conditioning trials, animals
progressively returned to a diet based on hay offered ad libitum complemented with the
commercial concentrate and barley (150 g / animal).

Finally, during the operant-conditioning trial, the basal diet (when the animals were not on
test) was composed of hay complemented with a mixture of 50:50 SF_EXP and ALF_EXP
(w/w basis) in amounts corresponding to 40% of daily intakes recorded during the cafeteria

trial.
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This quantity aimed to lowering the risk that animals would be so motivated by the legume
pellets in the test arena that they would just eat the most accessible one without making a
discriminative choice. The amounts of hay were adjusted regularly according to refusals
(amounts offered ranged from 0.8 to 1.2 kg per lamb, and from 0.5 to 0.9 kg per kid). The
animals were fed 100 g of hay per animal at 12:00. The rest of the hay was given at 4:45 pm,
together with the mix of legume pellets. The refusals were removed and measured at 8:00 am

every morning.

2.4 Sampling procedures and measurements

2.4.1 Patho-physiological measurements

During the experiment, individual blood samples were collected by jugular venipuncture
weekly for determination of PCV, using a micro-hematocrit centrifuge and reader. We
monitored the evolution of PCV as it is an indicator of anemia, which is supposed to be

affected by the haematophagic action of Haemonchus contortus in infected animals.

2.4.2 Parasitological monitoring

From two weeks after infection (D59), individual fecal samples were collected rectally
weekly to measure fecal egg count (FEC), using the modified McMaster procedure (Raynaud,

1970). Data are expressed as number of eggs per gram of feces.

2.4.3 Growth supervision

At the same occasions of blood and feces sampling, animals were weighted for

supervision of their growth, using an electronic scale.
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2.5 Experimental trials

2.5.1 Training of the animals for the operant-conditioning trial

The training of individuals occurred during the ‘Growing’ and ‘Parasitic development’
phases (D24 — D65), over 20 days. This aimed to familiarize the animals with the test arena,
then to teach them the principle of the test. Animals were first introduced in the arena (see
description in section 2.5.3) for about 5 minutes by small groups (3-5 individuals) then by
pairs randomly selected, especially for the lambs which are more reluctant than goats to eat in
isolation (Sibbald and Hopper, 2004). Kids and lambs were tested individually after 3 and 9
training days, respectively (Table 2). Animals were first reinforced only with concentrate as
the reward. After 15 days, alfalfa was added, and after 19 days, sainfoin with low content in
tannins (SF_HAB) was used instead of concentrate. All animals had learnt the principle of the
test before the start of the cafeteria trial.

Finally, during the transition phase between the cafeteria and the operant-conditioning trials
(D107 — D114), another training session of 4 days was performed with the experimental feed

to remind animals the principle of the test. All animals performed well.

2.5.2 Cafeteria trial

Three weeks after infection (ID66), animals were transferred to the structure where the
cafeteria trial will take place, to habituate them to the device for 14 days. This device had to
allow individual measurements of daily feed intakes. It consisted in another room of the
building composed of two lines of 12 individual pens, each one being provided with two
adjacent troughs associated with an electronic recording of ingestion. During habituation,
animals were housed by pair in each pen (3 m?) and had access to two troughs. Then, during
the cafeteria trial, because of the restricted number of pens available, each group of ten
animals was split in two subgroups for the measurements. Each subgroup stayed in the device
for a period of four consecutive days while the other subgroup returned in the breeding room.
In the cafeteria device, animals were then penned individually and had access to two troughs,
one filled with ALF_EXP and the other one with SF_EXP (sides changing every day), offered
ad libitum from 9:00 am to 4:00 pm. During those days, the animals that returned to the
breeding room were fed the same feed in two separated racks. The two subgroups then
alternated in the cafeteria device every 4 days. This was repeated 3 times (3 periods of 8 days

(4 per subgroup)) over 24 days. The animals stayed in this device until D107.
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2.5.3 Operant-conditioning trial

The principle of the trial is to impose a moving constraint to the animal to test its
motivation to get a reward (Dumont et al., 1998; Ginane et al., 2002; Catanese et al., 2016).
The testing arena consisted in a U-shape corridor (4.45 x 2.80 m) surrounded by gird panels
of 1 m high, with an entrance door at both ends (Fig. 2). The middle part was made of wooden
panels of 2 m high. Adjacent to the test arena, there was a buffer zone to isolate the tested
animal just before and just after the test. Two waiting pens completed the device, one for the

animals before being tested, and the other one for the animals after being tested.

At each entrance of the test arena, the animal had access to two bowls in each side where the
feeds were provided. One of the bowl was filled with restricted small amounts of SF-EXP (10
or 25 g depending on the session, see below) as we wanted to test animals’ motivation to get
the tannin-rich food, while the other bowl was filled with 200g of ALF_EXP (considered as
an ad libitum quantity for a 5 minutes’ test). The amounts of 10 and 25 g of the SF reward
available on a limited quantity were chosen to be within the shift zone (i.e. where the animal
selects or rejects the feed) for the lowest quantity, and above this threshold for the highest
quantity, according to a previous study (Catanese et al., 2016). When a kid or lamb entered
the test arena, the four bowls were filled and the animal could choose between feeds. When
the reward of SF was eaten, the animal had the choice between consuming ALF or walking
through the arena to get another reward of sainfoin. As soon as the animal started to consume
one of the feeds on one side of the arena, the operator removed the eventual refusals of
sainfoin on the opposite side, and refilled the sainfoin bowl with a new reward. Food was
provided by one operator, through a trapdoor within the panel that made him not visible by
the animals. Only two operators, familiar for the animals, ran the trial. Animals were
individually tested during 5 minutes from the moment they went through one entrance door
(the entrance was on a different side each day). After the 5 minutes, the animals were gently
driven to the exit.

We performed three consecutive sessions. On the first two sessions, the animals had a choice
between SF_EXP and ALF_EXP. Two amounts of SF reward (10 g and 25 g) were tested
using a crossover design to avoid carry-over effects. Consequently, half of the animals of each
group were tested in session 1 for the 25 g SF reward and the other half for the 10 g SF
reward. In session 2, the subgroups were reversed. Sessions 1 and 2 lasted for four days. On

dl1, only the SF reward was offered to make animals aware of the amount proposed.
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On d2, d3 and d4, animals were tested for the choice between SF and ALF, with the sainfoin
reward remaining stable.

In session 3, only SF_EXP was proposed, both in the reward bowl (25 g) and in the bowl
where alfalfa used to be. This aimed to compare lambs and kids in their propensity to move in
the arena independently of the feed presented, in order to take it into account in the analysis of
their behavior in this trial (behavioural variables measured in this last session were included
as covariate in the statistical analysis). Session 3 lasted for three days, one day with only the

reward bowls filled and two days with both types of bowls filled.

The tests were performed from 8:45 am to 4:45 pm, 5 days a week, with two groups
being tested on the morning and the remaining ones on the afternoon. The passage order of
each group over days changed daily in a determined way according to a Latin square design.
In return, the passage order of the animals within a group was based on animals’ will to go to
the test arena, to avoid stress due to sorting animals within the waiting pen. Animals’
behaviors were recorded with two video cameras positioned over each entrance door. We
used the "The Observer™ software (XT12 version 12.5, Noldus, The Netherlands)" to
analyse the videos by encoding the following behaviors: feeding and sniffing at the bowls,
walking, idling, exploring, and number of laps. This allowed us to calculate the times spent
feeding and walking, the walking speed to get the reward and intake rates of each feed.

We also recorded the number of sainfoin rewards distributed and we weighed all refusals to

assess intakes of sainfoin and alfalfa for each individual test.
2.5 Statistical analysis

All data were analyzed using the SAS software (SAS Enterprise Guide, v5.1) and the
mixed procedure (PROC MIXED). The residuals normality was checked and we proceeded to
variable transformation when needed. Intake data were expressed relative to metabolic weight
(BW7) to account for differences in body weight between animal species.

Data relative to animals’ body weight, parasitic status (FEC) and PCV were analysed
for the effects of species (kid vs lamb), parasitic status (NP vs P, except for FEC where only
infected animals were considered), experimental day and their interactions. The individual
animal was considered as the random factor and the repeated statement with the
autoregressive covariance structure was used to account for the measurements being made on
the same animals on each date. Fecal egg counts data were submitted to a square-root

transformation.
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For the analyses of the cafeteria trial, we only considered the last two days of each
period and averaged intakes over these days, considering the first two ones as a period of re-
habituation to the device. We analyzed the daily dry matter intakes of SF, ALF, total intake
and SF preference, expressed as the ratio of SF intake divided by total intake. The factors
tested were the species, parasitic status and period. The subgroup and the individual animal
were considered as random factors, and the period as the repeated one. Additionally, we
performed a Student t test to assess whether SF preference was different from the 0.5 value of
no preference.

For the operant-conditioning trial, we analyzed intakes of SF, ALF, total intake, SF
preference (expressed as the ratio of intakes), SF intake rate (at the bowls, i.e. without
considering the walking time), number of laps (number of laps that the animal did to get new
sainfoin reward), walking speed (mean walking time/length of the path), and the time spent
toward feed (time spent to eat, smell the feed or walk to get the feed) in the 5-min tests. These
variables were tested for the effects of species, parasitic status, amount of reward (10 vs 25 g)
and their interactions. We also included in the model the effect of the session and the data
obtained in session 3 as a covariate. Random factors were the individual animal nested in the
sequence of presentation of reward (10 and 25 g). The sainfoin preference expressed as ratio

of intakes was submitted to angular transformation (arcsinus).
3. Results

3.1 Animal performance and parasitic loads

The infection with nematodes did not have any effect on animal’s growth (P=0.93)
(Fig. 3). We noticed an effect of the species on the animal weight: the lambs were heavier
than kids (P<0.0001) all along the experiment. Both species showed similar growth patterns
with an average daily weight gain of 195 + 25 g in lambs and 148 + 17 g in kids.

Globally, the experimental infection worked well as all infected animals showed
excretion of parasite eggs, while no excretion was recorded in NP animals at all dates (Fig. 4).
Overall, except on 03 May (14 d after infection) because of no excretion for both species,
lambs had higher FEC values than kids (Species x Day, P<0.0001). Parasitized lambs started
to excrete eggs from three weeks after infection and excretion increased quickly to reach a
peak at five weeks after infection. Excretion was quite stable during the cafeteria trial with a
significant decrease during the first week of this trial (P<0.01). Finally, we observed an

increase of the FEC values until the end of the experiment (P=0.001).
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For kids, the kinetics of excretion seem staggered compared to lambs. The start of excretion
and the peak were reached one week later than for the lambs. The peak was observed one
week after the starting of the cafeteria trial. It was followed by a decrease (P=0.002), but
overall, the egg output was stable over the cafeteria trial (no different FEC on D80 and D108,
P=0.59). Finally, we did not observe in kids the sharp increase in FEC observed in lambs on
the last part of the experiment.

Concerning PCV, data were affected by host species, parasitic status and day (3-way
interaction, P=0.018). At the day of infection, lambs showed higher PCV values than kids
(P=0.01) and this pattern was maintained throughout the experiment (Fig. 5). From D66 (3
weeks after infection), NP animals started to show higher PCV values than P animals, and this
persisted until the end of the experiment (P<0.001). In NP animals, the blood PCV was stable
all along the experiment, with a mean PCV value on the whole period of 37.4% in lambs and
34.4% in kids. In contrast, the PCV values of P animals dropped after infection. The mean
PCV value of the P lambs was 33.0% [+ 1.6%] and the mean PCV value of the P kids was
30.8% [+ 2.2%].

3.2 Cafeteria trial

Sainfoin intake (g DM / kg metabolic weight) was higher in kids than in lambs
(P=0.002), independently of their parasitic status (+ 30% on average) (Fig. 6A; Table 3). The
evolution of SF intake through periods was different in P and NP animals (P=0.037) as it was
stable in NP animals whereas it increased in P ones from the first period to the last one
(+22%, P=0.002). This made the difference observed between P and NP animals in period 1
(P<NP, P=0.05) disappear in later periods.

Alfalfa intake was greater in P than in NP animals, independently of the host species
with mean intakes of 57 g and 69 g DM /kg BW"" for the kids and lambs, respectively
(P=0.02) (Fig. 6B; Table 3). The evolution of ALF intakes through periods was different for
lambs and kids (P=0.008). The lambs consumed similar amounts between periods 1 and 2 and
then tended to decrease ALF intake in period 3 (P=0.056). At the same time, kids increased
their ALF intake between period 2 and 3 (+29%, P=0.009). Thus, the difference observed
between species in periods 1 and 2 (greater intake in lambs, P=0.01) disappeared in period 3

(P=0.99).
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The preference for SF was higher in kids than in lambs in the first two periods (2-way
interaction, P=0.006): kids had a 57.5% and 61.5% preference for SF in periods 1 and 2,
respectively, whereas lambs had, at the same time, preferences of 44.5% and 42% (Fig. 6C;
Table 3). This comes from the higher SF intake in kids combined with the higher ALF intake
in lambs at these periods. However, in period 3, this difference was no more present (56% vs
51% in kids and lambs, respectively; P=0.25) because of an increase in lambs’ preference
between periods 2 and 3 (P=0.005), while kids maintained their preference.

We did not observe a greater SF preference in P animals. On the contrary, this preference was
greater in NP animals in periods 1 and 2 (P=0.02). This difference was no longer observed in
period 3 (P=0.9) because P animals increased their preference between periods (P=0.03), in
contrast to NP animals which maintained their SF preference throughout the 3 periods
(P>0.05).

Concerning the results of Student t-tests that compared SF preference to the value of no
preference (0.5), it appeared that the SF preference of P kids and NP lambs was not different
from 0.5. In NP kids, SF preference was greater than indifference in periods 2 and 3. In period
1, there was only a tendency (P=0.063) due to the high variability among individuals
according to the subgroup. In P lambs, SF preference was lower from indifference in periods
1 and 2, then at indifference level in period 3.

Finally, the total daily feed intake was only affected by period (P=0.04), with an increase
between the last two periods (P=0.014) (Fig. 6D; Table 3). Thus, we did not observe any

decrease in feed intake associated with the presence of parasites.

3.3 Operant-conditioning trial

During this trial, the time that the animal spent on doing test (with no other behaviors
not related to the feed) averaged 295s (over the 300s of test duration) for all groups, reward
levels and sessions (P>0.2 for all variables). This observation indicates that animals had an
activity directed towards feed for almost all the test duration, and validates the tests (Fig. 8A;
Table 4).

SF intake within tests was only affected by the reward (P=0.0001), with a greater
intake when the reward was 25 g than 10 g (Fig. 7A; Table 4).

Conversely, when the level of the reward increased, the ALF intake decreased
(P=0.023) (Fig. 7B; Table 4). Three groups showed close patterns, but the NP kids ingested

twice as much ALF as the other animals. ALF intake increased between sessions (P=0.008).
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The same pattern was observed for total intake (Fig. 7D; Table 4) with the NP kids
showing a greater intake than the other groups. There was no effect of the reward level
(P>0.05), but there was an increase in total intake between sessions 1 and 2 (P=0.0043).

The SF preference was different than the one obtained in the cafeteria trial as we did
not observe a greater preference for SF in kids than in lambs (Fig. 7C; Table 4). The specific
behavior of NP kids (high ALF intake) made their preference for SF lower than the one of P
kids (P=0.05) but this was not due to a greater SF intake. In lambs, a trend was observed for a
higher SF preference for NP lambs (P=0.10). SF preference increased with the reward level
whatever the group (P=0.0001).

Intake rate of SF at the bowls was similar between species and parasitic status
(P>0.05). The only significance was for the reward level with a greater intake rate with the
largest reward (P=0.0002) (Fig. 8B; Table 4).

Finally, the number of laps per test and the walking speed were not different between

groups and sessions (Fig. 8C and 8D; Table 4).

4. Discussion

In this experiment, we hypothesized that 1) the selection and motivation to get the tannin-
rich feed would be greater in goats, due to their capacity to eat plant secondary metabolites in
the shrub layer; 2) the selection and motivation to get the tannin-rich feed would be greater in
infected animals, especially for the goats because of their reduced resistance against parasites;
3) the intake of the tannin-rich feed would increase over time in infected animals once they

would have experienced the tannin consumption.

The effectiveness of experimental infection

In terms of infection, we made the choice of administering larvae relative to body
weight to take into account the differences in body weight between lambs and kids. This may
be consistent with assumed differences in larvae ingestion at pasture due to different intakes
in animals of different body weights (lambs were 6 kg heavier than kids at the infective day,
resulting in 1000 L3 more). The Haemonchus contortus infective larvae were given at the rate
of 170L3/kg of body weight, in order to obtain an infection with clinical signs (diarrhea for
example) but without causing significant negative impacts on animal health (anorexia for

example).
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This kind of infection (by kg of BW) was already used in other studies with infective doses of
100L3/kg and 200L3/kg (Khan et al., 2011; 2012) and was done to provide moderate
establishment and a low level of exposure to parasites, leading to a sub-clinical parasitism.
The 100L3/kg did not provide sub-clinical signs (Khan et al., 2011), that is why the infective
dose of 170L3/kg was used.

Infections worked well as all treatment animals were infected, with egg output of mean
FEC values between 3000 and 5000 eggs per gram at the peak of infection. However, a
difference in infection level was observed between lambs and kids, probably due to the lower
number of larvae administered to kids.

PCYV values confirmed the infected status and worms’ activity in P animals as we observed
a clear drop in PCV values 3 to 4 weeks after infection. This drop was similar in both lambs
and kids (5 points on average) despite the differences in FEC between species. PCV values
were greater in lambs than in kids throughout the whole study. This was also observed by
Mengistu et al. (2016 and 2017) and Burke et al. (2007).

Despite the clinical signs of infection aforementioned, no effect of infection on animals’
growth nor on daily feed intakes were observed, contrary to what is often observed in the
literature: infection with Haemonchus contortus often leads to clinical signs such as anemia,
anorexia and production losses such as a delayed growth rate of kids and lambs (Urquhart et
al., 1996; Charlier et al., 2014; Mavrot et al. 2015; Besier et al., 2016). Animals would have
optimized nutrient intake of sainfoin and alfalfa, for their growth, more than selected tannins

from SF for the AH properties.

Due to the high FEC values obtained all along the experiment and due to the non-
modified daily feed intake or the non-effect on the growth rate, we can conclude that the

infection was effective and moderate.

Fight and flight strategies

These strategies would lie on that sheep are quite resistant to parasites but reluctant to
consume feed rich in secondary compounds (the response in sheep would be based on the
development of an immune response), while goats are not resistant but appreciate feeds and
plants rich in secondary compounds (the response in goats would be based on feeding
behaviour) (Hoste et al., 2010). The hypothesis that goats would be more efficient in self-

medication than sheep is based on these fight and flight strategies.
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In terms of resistance to parasites, the duration of the study (3 months between
infection and end of the experiment), was probably too short to allow an effective
development of immunity in lambs. Two types of immune response can explain the host
resistance against gastro-intestinal nematodes: innate immunity and acquired immunity
(Andronicos et al., 2010). The immune response relies on the ability of the host to regulate
gastro-intestinal nematode populations by non-specific mechanisms, from the approximate
age of 6-months old (Guedes et al., 2010). With repeated parasite exposures, small ruminants
can develop protective immunity to subsequent H. contortus infections (Nisbet et al., 2016)
and our experiment was probably too short to develop an acquired immunity.

Consistently, FEC still increased by the end of the experiment (after the cafeteria
trial). The results obtained on the FEC values, especially for the lambs, were in line with
those obtained on the PCV data: decrease in the PCV values during the three weeks following
the infection, then stabilization and increase at the end of the cafeteria study, then decrease at

the end of the study.

When we compared lambs' and kids' behavior in the cafeteria trial, we observed a
preference for SF globally higher in kids than in lambs, due to a greater SF intake and a lower
ALF intake in kids, especially for the NP kids. This is consistent with the hypothesis that the
selection of a tannin-rich food would be greater in goats, due to a less immune response and a
greater propensity to eat plant secondary metabolites (Hoste et al., 2010). Concerning the
ability to self-medicate and the hypothesis that selection and motivation to get the tannin-rich
food would be greater in infected animals, we considered curative self-medication with the
associated learning process allowing the animal to associate the ingestion of one given food to
post-ingestive consequences (Hart, 2005; Villalba et Provenza, 2007). The hypothesis was
that ruminants would be able to make the association for medicinal benefits in a feed as they
can do for nutritional benefits (increase in intake) or detrimental toxic consequences (decrease
in intake) (Wang and Provenza, 1996; Ginane et al., 2005; Villalba and Landau, 2012).

In the cafeteria trial, we did not observe any greater preference for SF in P than in NP
animals; it was even the reverse in periods 1 and 2. Nevertheless, we observed an evolution
through periods which is consistent with our hypothesis that P animals increased their intake
of SF while NP counterparts did not. In lambs, it was associated with a slight decrease in ALF
intake which led to a slight increase in SF preference. This was not observed in P kids, which

increased intakes in SF and ALF at the same time, leading to a stability of SF preference.
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These increases in SF intakes were not negligible (+240 g DM and +260 g DM between
periods 1 and 3 in kids and lambs, respectively). However, the importance of the result is
lowered because it did not lead, after 24 days of cafeteria procedure, to a clear preference for
SF (ratio not different from 0.5), nor to greater SF intakes in P than in NP animals, whatever

the species.

Furthermore, in the Operant-conditioning trial, results were not conclusive. In lambs, there
was no difference in SF preference nor in SF intake between P and NP individuals. In kids,
one result may seem interesting as SF preference was greater in P than in NP animals, but this
was due to a greater intake of ALF in NP kids rather than in a greater SF intake in P ones; as
for lambs, SF intakes were similar in NP and P kids.

Also, if P animals have been more motivated to get SF than NP counterparts, when the SF
reward decreased from 25 g to 10 g, we could have expected at least one the following
responses: a greater SF intake rate at the bowls, an increased number of laps, or an increased
walking speed to obtain the maximum of rewards within the 5 minutes. However, none of
these behaviours have been recorded: we did not find any differences in term of numbers of
laps nor of walking speed, and the sainfoin intake rate was lower with the 10 g reward. One
hypothesis to explain the increase in sainfoin intake with the biggest reward could be an
“opportunistic effect”, i.e. when the reward was offered in a great quantity, the animals ate
more and faster. The smallest reward weighted 10 g and this quantity may have been too
small and the animals could have given up the reward. However, in a recent study, the 10 g
reward seemed to be in the zone where the shift was taking place between the two rewards but

not below this threshold (Catanese et al., 2016).

In summary, we did not observe curative self-medication in this experiment. We did
not either observe a greater self-medication ability in kids than in lambs. Indeed, it would be
rather lambs that showed some signs in the sense of self-medication with an increase in both
SF intake and SF preference in P lambs through the cafeteria trial, though this did not lead to
greater SF intake nor preference in P lambs compared to NP ones. This is in contrast with
other studies where a differential intake was observed (sheep (Villalba et al., 2010; Juhnke et
al., 2012), goats (Amit et al., 2013)), suggesting that the parasitic burdens influenced the
consumption of tannins and that the animals felt the benefits of the tannins against parasites

(Butter et al, 2000; Lisonbee et al., 2009).
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No clear evidence of curative self-medication — possible explanations

SF efficacy against parasites

In the literature, tannin concentration associated with effects on parasites but with no
negative effects on animal health ranged from 4% to 10% (Min et al., 2003; Mc Sweeney et
al., 2008). The SF used in the study contained 3.82% of tannins (HCI-Butanol method), so we

are at the lower range to improve FEC or blood parameters relative to the infection.

Recently, industry has focused on dehydration processes of sainfoin, in order to control the
quality of the plant compounds before use and to facilitate the distribution of sainfoin in
farms. Some recent studies performed with such dehydrated pellets reported promising
results, affecting the dynamics of infection by Haemonchus contortus (Girard et al., 2013;
Gaudin et al., 2016a). In our experiment, we have seen beneficial effects of SF pellets on the
host and these results can confirm other studies proving the anthelmintic efficacy of sainfoin
(Paolini et al., 2003, 2005; Heckendorn et al., 2006; Manolaraki et al., 2010). Though we did
not consider an infected control group that would have not received SF to compare parasitic
loads evolutions and to explore the hypothesis of intake and nutrient optimization, the pattern
of FEC, notably in sheep, seems to be correlated with the experimental phases. One week
after the start of the cafeteria trial (associated with quite high SF intakes), we observed a clear
drop of FEC in P lambs, then a stabilization. Once the cafeteria trial was completed, we
observed a new increase in FEC. The drop observed after 7 days of important intakes of SF is
consistent with bibliography (Min et al., 2004, 2005; Martinez-Ortiz-de-Montellano et al.,
2010; Luginbuhl et al., 2013).

In kids, this pattern is less clear though we observed as well a decrease in FEC during the
cafeteria trial (between D87 and D94). In addition, the PCV results showed a little
improvement in P animals within the cafeteria trial before a deterioration up to the end of the
experiment, even if these patterns appeared again more correlated to the experimental phases
in lambs than in kids. Consequently, even if we cannot strictly attribute these evolutions to the
condensed tannins of SF, we can consider that the absence of self-medication is not due to a

lack of efficacy of SF.
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Perception by the host of the beneficial effects of SF

Ruminants are able to perceive the post-ingestive effects of feed, these being either
positive or negative, and to modify their diet selection accordingly (Provenza et al., 1995;
Wang and Provenza, 1996; Ginane et al., 2009; Estell, 2010). For this process to occur, a
necessary point is that the animal perceives the consequence of the food he has ingested.
When we consider the medicinal consequences of foods, such as anthelminthic consequences,
some points can be highlighted, as detailed by Hart in his review published in 2005.

First, the nature of the beneficial effects on the host. Tannins can affect the biology of
adult nematodes mainly in two ways: by decreasing females' fertility (Paolini et al., 2005;
Manolaraki et al., 2010; Martinez-Ortiz-De-Montellano et al., 2010) and/or by decreasing
worms' lifetime (Heckendorn et al., 2006, 2007). For the infected herbivores, this may make
great difference. Indeed, the total worm burden should be crucial for the host’s perception of
his parasitic load as, if the number of active worms would maintain, the associated
detrimental effects would maintain as well.

Second, the similarities between feeds. The two feeds used in this experiment were
two pelleted legumes with contents in proteins that we voluntarily chose as closest as
possible. This aimed to make the content in condensed tannins the main difference between
experimental feeds, but this may have also impaired the ability of the animals to discriminate
them. Previous experiments have shown that ruminants can have good discrimination
abilities. Hence, sheep were shown to be able to discriminate alfalfa and sainfoin when
offered as fresh plants (Ginane and Dumont, 2011). More recently, sheep were also able to
discriminate two pelleted sainfoin differing by their content in condensed tannins (Costes-
Thiré et al., 2016). So, it is unlikely that the absence of self-medication came from a problem
of discrimination between feeds. In return, our experimental feeds were both of good
nutritional values, notably in terms of proteins. Infections with gastro-intestinal nematodes
induce damage along the digestive tract, such as losses in proteins (Knox et al., 2006; Nnadi
et al., 2009). Improving the nutritional status of the host by providing feed with high content
in protein can also be a way to control the gastro intestinal parasitism (Torres-Acosta et
Hoste, 2008). In that case, the alfalfa diet, choosen to compare two legumes with similar
levels of proteins, could have improved as well the host resistance against the infection with

H. contortus, reducing by this way the perception of the animal of a difference between feeds.
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Third, the inertia of changes - or the delay between behavior (ingestion) and
reinforcement (consequence) (Hart, 2005). It is well known that the closer the consequence is
relative to the behavior, the more probable are the formation and learning of the association
(Kronberg et al., 1993; Provenza et al., 1993; Schwartz and Robbins, 1995). In the case of
parasitism, it has been shown that several days of quite important intakes of tannin-rich food
are necessary to reach sufficient tannin concentrations in the infected digestive organs for an
AH effect to occur (Burke et al., 2012; Hoste et al., 2016). This may greatly impair the
learning process.

Finally, the choice situation. It is known that the association between a consequence
and the specific food is made more difficult when the animal ingests more than one feed at a
time (Duncan and Young, 2002; Favreau et al., 2010). Consistently with this, the self-
medication experiments in ruminants that showed expression of self-medicative behaviors
involved a “conditioning” period where the tannin-rich feed was proposed to animals alone
for a given period of time (Villalba et al., 2010; Fernandez et al., 2012; Juhnke et al., 2012).
In previous studies, animals increased their consumption of feed rich in PSMs after having
experienced the tannins intake, meaning that a ‘“conditioning” period is often mandatory
(Egea et al., 2014). We also observed in another experiment an increase in preference for a
tannin-rich SF after animals (in that case both P and NP) had the opportunity to experience
the post-ingestive consequences of ingesting the forage as the sole feed for 3 weeks (Costes-
Thiré et al., 2016). If we decided in the present work not to propose such a conditioning
period, it was to test whether sheep and goats would be able to disentangle the consequences
of each feed by themselves. Our results agree with previous studies in that a conditioning
period seems important for the animals to perceive the consequences of the feeds. Lastly, a
phenomenon that could be involved and would help animals in their choices, is the
modification of sensorial preferences, e.g. taste, for the feed rich in secondary compounds,
when an animal is infected. This has been shown in other animal species such as insects

(Bernays et Singer, 2005), but not yet in ruminants to our knowledge.

Conclusion

This study did no show clear evidence of a curative self-medication ability in infected
animals with pelleted sainfoin. Kids showed greater intakes and preferences for sainfoin than

lambs, but only in the cafeteria trial and without sign of a greater ability to self-medicate.
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Parasitized lambs and kids increased their intake of sainfoin through the cafeteria trial but
only lambs increased preference and this never led to greater intakes or preference for
sainfoin in parasitized than non-parasitized animals.

We focused on curative self-medication and did not consider preventive self-medication.
However, for an herbivore, ingesting large amounts of a given nutritious plant, even when it
possesses anthelminthic properties, does not evidence preventive self-medication.
Nevertheless, these large intakes of sainfoin and the associated effects on parasitic loads,
suggest that with a moderate level of tannins, this forage represents an interesting option in

the use of feeding strategies to control GIN infections in small ruminants.
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Figure captions

Fig. 1: Chronology of experimental phases and events. Stars indicate the time of blood and

faeces sampling and analysis.

Fig. 2: Schematic overhead view of the experimental arena for the operant-conditioning trial.
“SF” represents the bowl filled with SF_EXP (experimental sainfoin) and “ALF” represents
the bowl filled with ALF_EXP (experimental alfalfa). Dotted lines represent openwork fences

while solid lines represent solid fences.

Fig. 3: Evolution of body weight (kg) of parasitized (P) and non-parasitized (NP) lambs and
kids, throughout the experiment (Ismeans + S.E.M.).

Fig. 4: Effect of species (lambs; kids) and parasitic status (P: parasitized; NP: non-parasitized)
on fecal egg count (eggs / g faeces) throughout the experiment. Means are back transformed
Ismeans (square root transformation). Errors are S.E.M. of rough data. The grey square

represents the time of the cafeteria trial.

Fig. 5: Effect of species (lambs; kids) and parasitic status (P: parasitized; NP: non-
parasitized) on blood packed cell volume (%, Ismeans + S.E.M.). The grey square represents

the time of the cafeteria trial.

Fig. 6: Cafeteria trial — Effect of species (lambs; kids) and parasitic status (P: parasitized; NP:
non-parasitized) on (A) daily sainfoin (SF_EXP) intake, (B) alfalfa (ALF_EXP) intake, (C)
sainfoin preference, and (D) total intake (Ismeans * S.E.M.), according to the period (P1 to
P3). Intakes are expressed per kg of metabolic weight. Sainfoin preference represents the ratio
of SF intake over total intake. For figure (C), "ns" means no difference relative to the value of
no preference (0.5), " * " means difference at P<0.05, and " ** " means difference at P<0.01

(Student t-test). DM=dry matter; BW=body weight.
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Fig. 7: Operant-conditioning trial — Effect of species (lambs; kids) and parasitic status (P:
parasitized; NP: non-parasitized) on (A) short-term sainfoin (SF_EXP) intake, (B) alfalfa
(ALF_EXP) intake, (C) sainfoin preference, and (D) total intake, according to the SF reward
(10 vs. 25 g). Intakes are expressed per kg of metabolic weight. Sainfoin preference
represents the ratio of SF intake over total intake. For (A), (B) and (D), values are Ismeans +
S.E.M. For (C), values are back transformed Ismeans (arcsinus transformation) and errors are

S.E.M. of rough data. DM=dry matter; BW=body weight.

Fig. 8: Operant-conditioning trial — Effect of species (lambs; kids) and parasitic status (P:
parasitized; NP: non-parasitized) on (A) time directed toward food within tests, (B) short-term
sainfoin intake rate (at the bowl), (C) walking speed, and (D) number of laps in 5 min

(Ismeans * S.E.M.), according to the SF reward (10 vs. 25 g). DM=dry matter.
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Tables

Table 1: Chemical composition of the experimental feeds

Sainfoin SF_EXP  Alfalfa ALF_EXP SF_HAB ALF_HAB
Dry Matter (g/kg fresh matter) 906 936 - -
Crude Protein (g/’kg DM) 158.8 156.9 167.0 153.0
NDF (g/kg DM) 360.6 460.2 441.0 340.0
ADF (g/kg DM) 248.8 292.4 - -
Gross Energy (kcal/kg DM) 4478 4292 - -
Total tannin (% DM) 3.82 0.0 2.39 0.0

NDF = Neutral Detergent Fiber; ADF= Acid Detergent Fiber; DM= dry matter

Table 2: Training sessions done by species

_ After the cafeteria
Before the cafeteria study

study
By groups By groups
By pairs  Individual Individual
of Sor 10 of 3
Kids 1 1 1 14 4
Lambs 1 2 6 11 4
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Table 3: Cafeteria trial — Significance of the effects of species (Spe: lamb vs. kid), parasitic

status (Sta: parasitized vs. non-parasitized), period (Per: P1, P2, P3) and their interactions.

Species Status Period  Spe*Sta Spe*Per  Sta*Per  Spe*Sta*Per

SF intake 0.0002 0.22 0.0253 0.36 0.18 0.0371 0.23
ALF intake 0.0063 0.0201 0.64 0.96 0.0076 0.31 0.41
SF preference ~ 0.25 0.11 0.0414  0.26 0.16 0.72 0.32
Total intake 0.0007 0.0711 0.54 0.76 0.0060 0.0485  0.44

Intakes (g DM/kg BW’”), SF preference (proportion of total intake in DM). SF=sainfoin;
ALF=alfalfa; DM=dry matter; BW=body weight.

Table 4: Operant-conditioning trial — Significance of the effects of species (Sp: lamb vs. kid),
parasitic status (St: parasitized vs. non-parasitized), SF reward (Re: 10 vs. 25 g) and their

interactions, session (1 and 2) and the covariate (Cov from session 3).

Species Status Reward Sp*St Sp*Re St*Re Sp*St*Re Session Cov
SF intake 0.76 0.75 0.0001 0.15 0.69 0.73 0.85 0.99 0.0001
ALF intake 0.0002 0.0003 0.0226 0.0001 0.43 0.97 0.55 0.0082  0.0001
SF preference 0.12 0.82 0.0001 0.0120 0.84 0.93 0.89 0.26 0.0001
Total intake 0.0001  0.0001  0.26 0.0001 0.28 0.87 0.45 0.0043  0.0002
Time on test  0.29 0.99 0.46 0.37 0.27 0.86 0.68 0.99 0.15
SF intake rate  0.49 0.19 0.0002 045 0.70 0.93 0.14 0.82 0.0001
Walk. speed  0.69 0.29 0.75 0.14 0.51 0.50 0.43 0.79 0.0032
Nb laps 0.22 0.85 0.36 0.25 0.24 0.77 0.48 0.14 0.0001

Intakes (g DM/kg BW""), SF preference (proportion of total intake in DM), SF intake rate (at the
bowl, g DM/min). SF=sainfoin; ALF=alfalfa; DM=dry matter; BW=body weight.
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Discussion Générale

1. Syntheése des principaux résultats en lien avec les objectifs
de la these

Dans un contexte de recherche croissante d’alternatives pour compléter 'emploi des
anthelminthiques (AHs) de synthese et pour freiner le développement des résistances a ces
molécules au sein des populations de nématodes gastro-intestinaux (NGls), I'attente portant
sur des substances naturelles et notamment des ressources employées comme
nutricaments, combinant vertus nutritionnelles et propriétés médicinales, est de plus en plus
importante. Dans ce contexte, étre capable 1) de qualifier rapidement les ressources
exploitées, 2) de définir les meilleures conditions d’utilisation et 3) de consommation de ces
ressources par les animaux, sont trois types d’informations nécessaires pour utiliser les

nutricaments de la fagon la plus adéquate possible.

Un nutricament est un aliment de la ration des animaux, ayant une valeur
nutritionnelle et un intérét sanitaire (Andlauer et Fiirst, 2002; Hoste et al., 2006). Cette
notion de nutricament a base de plantes peut étre comparée aux remedes de phytothérapie
ou d’aromathérapie (huiles essentielles) consistant en des préparations de plantes ou
d’extraits de plantes administrées a faible dose et de maniére ponctuelle (de 1 a 3 jours) et
forcée, dans un but premier thérapeutique. Le concept de nutricament correspond pour sa
part a une ressource nutritionnelle, proposée aux animaux sur une période prolongée (au
moins 7 jours) et dont le but sanitaire premier est plutot préventif. Le terme de nutricament
est légalement défini par le réglement (CE) n°767/2009 (Journal officiel de I'Union
Européenne) et répond a I'appellation d’aliments complémentaires pour animaux. Selon
I'article 10 de la Directive (CE) n°39:2008, les animaux auxquels ils peuvent étre donnés,
ainsi que leur intérét sanitaire, doivent étre précisés.

Le modéle de nutricament choisi dans cette these a été celui des plantes contenant
des polyphénols dotées de propriétés AHs et notamment le sainfoin, une légumineuse riche
en TCs. En effet, en Europe, le sainfoin est un modele d’étude privilégié parmi les
légumineuses contenant des tanins condensés, comme en témoignent les deux projets

Healthy Hay et Legume Plus [http://legumeplus.eu/].
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La premiére forme d’exploitation de ressources contenant des tanins comme
nutricament a été le paturage ou I'exploitation de parcours végétatifs (Niezen et al., 1995;
1998; Min et al.,, 2005; Valderrdbano et al., 2010; Silué et al.,, 2016). Cependant, cette
modalité impose de trouver la plante la mieux adaptée aux conditions pédoclimatiques
d’une région donnée. Par exemple, en se limitant aux seules légumineuses contenant des
tanins, nous retrouvons sericea lespedeza (Lespedeza cuneata) aux USA (Terrill et al., 2009),
le sulla (Hedysarum coronarium) autour de la Méditerranée (Aissa et al., 2016) et le sainfoin
(Onobrychis viciifolia) ou le lotier corniculé (Lotus corniculatus), en fonction de la nature des
sols, en Europe.

Le sainfoin a été le modele de nutricament exploré dans cette thése. Par rapport au
paturage direct, les formes conservées comme le foin ou I'ensilage, donnent aux éleveurs
une plus grande facilité de stockage et de flexibilité d’utilisation des fourrages bio-actifs,
avec peu d’impact sur la qualité des TCs liés aux processus de préparation (Paolini et al.,
2003; Heckendorn et al., 2006; Lischer et al., 2014; Wang et al., 2015). Cependant, ces deux
formes de préservation demeurent des modes d’utilisation tres locales et peu exportables.

En comparaison, la production de granulés déshydratés offre la possibilité de cultiver le
sainfoin en conditions optimales, notamment sur des surfaces aux sols basiques (calcaires)
avec, en conséquences, des rendements de production améliorés, (Azuhnwi, 2012;
Demdoum, 2012; Malisch, 2016). Les granulés permettent également de transporter et de
stocker le sainfoin facilement, de l'inclure dans les aliments, de le caractériser aisément
avant distribution, rendant ainsi son utilisation plus aisée en élevage, malgré une possible
dégradation des composés bioactifs de la plante apres deshydratation (Lorenz et Udén,
2011). En revanche, ces choix en terme d’exploitation des nutricaments sous forme de

granulés deshydratés se font au détriment de I'autonomie des élevages.

L'originalité de notre travail a été de se focaliser sur des granulés déshydratés de
sainfoin. Récemment, en France, une structure appelée Multifolia, gérée par la coopérative
Sainfolia et conseillée par la firme service MG2MIX, a été créée afin d’organiser la filiere de
production de sainfoin, depuis la sélection et production en masse de semences jusqu’a la
déshydratation sous forme de granulés du sainfoin récolté chaque année, sur divers sites en

France, notamment dans le Grand Est.
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Le travail de cette these CIFRE (thése partenariale privée-publique, a visée industrielle)
avait pour objectif général d’étudier et de définir les conditions d’application des granulés
déshydratés de sainfoin comme modeéle de nutricament dans la lutte contre les NGls des

petits ruminants.

Les objectifs spécifiques ont été de 1/ de développer et d’utiliser des méthodes simples
de dosage des tanins (et tanins condensés (TCs)) contenus dans des granulés de sainfoin,
notamment en évaluant I'intérét de la méthodologie de spectroscopie en infra-rouge proche
(SPIR) qui devient un outil industriel répandu, et 2/ de déterminer le mode d’utilisation du
sainfoin en élevage (la durée de distribution, la concentration dans la ration et I'utilisation

concomitante ou non avec un AH de syntheése, la sélection possible par les animaux).

Quatre expérimentations ont été réalisées pour explorer ces divers objectifs.

Le premier volet d’experimentations a comparé diverses méthodes d’analyse simples
en se fondant sur 'analyse de plus de 300 échantillons de sainfoin, variables selon des
parametres de culture (variété, site de production) et de procédés de déshydratation. Les
guatre méthodes d’analyse ont été : 1) une méthode biochimique de référence de dosage
des phénols et tanins totaux (Folin-Ciocalteu); 2) une méthode évaluant le degré de
complexation des tanins avec les protéines (diffusion radiale); 3) une méthode in vitro
évaluant 'activité anthelminthique d’un échantillon ("Larval Exsheathment Inhibition Assay",
LEIA), et enfin 4) la spectroscopie en milieu infra-rouge proche (SPIR) pour en explorer
I'intérét et la pertinence par rapport aux méthodes précédentes plus complexes a mettre en
ceuvre .

Les corrélations entre les diverses mesures montrent des valeurs positives et
significatives entre la quantité de TCs et 'activité AH, et soulignent I'intérét de la méthode
SPIR pour caractériser les différentes sources de sainfoin (granulés déshydratés et fourrages)

(Figure 22).
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Figure 22: Synthese des résultats obtenus sur I'application de méthodes d’analyse simples des tanins
et des activités antiparasitaire et de complexation avec les protéines de granulés de sainfoin

La deuxieme expérimentation visait a déterminer les conditions optimales
d’utilisation du sainfoin en élevage. Cette étude visait en particulier a établir le role respectif
des facteurs « durée de distribution » et « concentration de tanins dans la ration » chez des
petits ruminants infestés par H. contortus et T. colubriformis. Deux stades de NGIs
correspondant a deux étapes clefs du cycle biologique ont été au coeur de ces études: 1)
les larves infestantes de stade L3, leur établissement et leur dévelopement chez I'héte ; et 2)
les vers adultes, I'excrétion des ceufs par les vers femelles et la contamination résultante du
paturage.

La troisieme expérimentation a étudié |'utilisation conjointe d’'un AH de synthése
(ivermectine par voie orale) et d’un régime a base de sainfoin, chez de jeunes ovins, infestés
avec une souche d’H. contortus multi-résistante aux AHs pour explorer d’éventuelles

interactions et fournir des recommendations en élevage.
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Les résultats de ces deux études (Figure 23) suggerent, en terme d’utilisation des
granulés déshydratés, 1/ qu’un seuil minimum de TCs dans la ration est a atteindre et une
période minimale de 15 jours de distribution est nécessaire pour altérer la biologie des
nématodes (notamment la fertilité des vers femelles de T. colubriformis et I'établissement
des larves L3 d’H.contortus) ; 2/ que la consommation de sainfoin s’avére efficace sur des
souches de nématodes multi-résistantes aux AHs de synthése et 3/ que sur la base des
résultats acquis suggérant des interactions négatives, il est préférable de dissocier la

consommation de sainfoin et I'application d’'un AH de synthése (ivermectine par voie orale).

7 ; :
S / = \
Quoi? % ' Comment? Ty ?
Incorporer les granulés dans la ration
Ration avec pendant minium 2 semaines
un seuil de
TCs Dissocier I'incorporation dans la ration
d’un traitement anthelminthique de
\synthése (ivermectine par voie orale) ?
\_ /// \\\\ /,,/ /

Figure 23: Synthése des résultats obtenus sur le mode d’utilisation des granulés de sainfoin en élevage

Enfin, la quatrieme et derniére expérimentation visait a vérifier et comparer I'aptitude a
I'automédication chez les ovins et caprins, c'est-a-dire a sélectionner le sainfoin et les
tanins contenus, lorsqu'ils sont parasités.

Les résultats de cet essai dans une situation de libre choix pendant la journée entre du
sainfoin et de la luzerne, ont montré 1/ que les caprins ont une préférence pour le sainfoin
plus marquée que les ovins, et 2/ une augmentation de consommation de sainfoin au cours
du temps chez les animaux parasités, sans toutefois devenir supérieure a celle des animaux
sains. En revanche, ni les animaux parasités, ni les caprins n’ont montré de motivation plus

importante pour accéder au sainfoin dans un test de conditionnement opérant (Figure 24).
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a) Test de cafétéria (choix a volonté entre sainfoin et luzerne)

Statut Parasitaire Espece
* Préférence pour le sainfoin chez les NP (2 premigres périodes) *  Préférence pour le sainfoin chez les chévres (2 premizres périodes)
*  Augmentation de la consommation ensainfoinchez les P - plus grande consommation en sainfoin des chévres
(sans devenir supérieure a l'ingestion en sainfoin des NP) et plus grande consommation en luzerne des agnelles

b ) Test de conditionnement o péra Nt (sainfoin proposé en quantité limitée)

Statut Parasitaire Espéce
% s . « Pas de motivation plus grande des caprins pour obtenir le
* Pasde motivation plus grande des animaux sainfoin
parasités pour obtenir le sainfoin . Ingﬁ)n de 2 fois plus de luzerne des chévres NP

que les autres groupes

Figure 24: Synthése des résultats obtenus sur la comparaison du comportement alimentaire d’ovins
et caprins et leur capacité d’automédication (P = parasitées / NP = non-parasitées).

Figure a) = Test de libre choix (granulés de sainfoin et luzerne proposés a volonté).

Figure b) = Test de conditionnement opérant (granulés de sainfoin proposés en quantité limitée et granulés de luzerne
proposés a volonté).
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2. Interprétation critique des résultats

2.1 Chapitre 1 : Méthodes simples d’analyse du sainfoin

Pour cette étude, plus de 300 échantillons de sainfoin ont été utilisés, présentant des
différences dans: 1/ la forme (échantillons de foin et granulés); 2/ la variété (Perly et
Perlix) ; 3/ les conditions environnementales correspondant a quatre années de récolte
(2012, 2013, 2014 et 2015) ; 4/ la coupe (1, 2 et 3); 5/ la qualité (Standard et AOP) et 6/ la
provenance. Tous ces facteurs ont été identifiés comme responsables de variations en

termes de quantité de tanins et d’activité antiparasitaire associées (Manolaraki, 2011).

La déshydratation est un process technologique réalisé a haute température et haute
pression. Comme tous les process incluant de la chaleur (Wolfe et al., 2008), elle peut altérer
les composants de la plante, et notamment une diminution de la quantité de tanins (Terrill
et al., 1992), une altération des capacités de complexation avec les protéines (Terrill et al.,
2007) ou une conversion des tanins de la forme libre vers la forme liée aux protéines
(Minnée et al., 2002; Lorenz et Udén, 2011).

Dans nos études, la déshydratation a eu un impact négatif et significatif sur la quantité de
TCs (moyenne de 3.07 % de TCs (% de la matiére seche) pour les fourrages vs. 2.73 % de TCs
(% MS) pour les granulés, soit -11 %). En revanche, malgré la perte de TCs, les résultats AHs
observés avec des granulés déshydratés confirment certains effets observés avec du foin de
sainfoin sur la réduction de la fertilité des vers femelles (Article 2 — Partie 2) (Paolini et al.,
2005) ou sur la réduction du nombre de vers (Article 2 — Partie 1) (Heckendorn et al., 2006;
2007). Le processus de déshydratation semble donc loin d’affecter gravement les propriétés
AHs du sainfoin. De tels résultats obtenus a la suite des processus de déshydratation sous
forme de granulés ont été observés avec d’autres légumineuses riches en TCs comme
sericea lespedeza (Terrill et al., 2007; Gujja et al., 2013; Kommuru et al., 2015) et aussi avec

du sainfoin (Girard et al., 2013).
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Le choix des diverses méthodes de mesures biochimiques des tanins et de leur

activité biologique choisies dans la suite de I'étude repose sur les deux hypotheses

suivantes :

1) Les tanins sont les principaux composés bioactifs responsables des effets AHs
du sainfoin. Ce réle a notamment été déterminé a l'aide d’inhibiteurs de
tanins comme le PEG ou le PVPP (Brunet et al., 2008, Hoste et al., 2012). Le
dosage des tanins via la méthode de Folin-Ciocalteu a donc été corrélé avec
la méthode de dégainement larvaire afin de vérifier cette hypotheése.

2) L'activité AH des TCs est expliquée par leur capacité générale de se fixer aux

protéines. Il est supposé que cette propriété concerne aussi les principales
protéines présentes dans la gaine des larves L3, et dans la cuticule des vers
adultes ou dans leur tube digestif (Brunet et al., 2011; Martinez-Ortiz-de-
Montellano et al., 2013), expliquant en partie leurs effets AHs (Hoste et al.,
2006). L'activité AH serait liée a la complexation des TCs sur les protéines
des NGIs (Hoste et al.,, 2012). C'est pourquoi la méthode de diffusion

radiale a été utilisée dans nos études.

Tous les échantillons ont donc été évalués et comparés par référence en terme
biochimique a la méthode de Folin-Ciocalteu (Folin et Denis, 1915). Cette méthode est
utilisée dans le dosage des tanins totaux (Makkar, 2000; Mueller-Harvey, 2006; Rover et
Brown, 2013). En revanche, elle n’est pas spécifique des tanins condensés : le réactif de Folin
Ciocalteu mesure tous les composés phénoliques. Pour étre plus spécifique des tanins et des
flavonoides, le dosage se fait en deux temps (dosage des phénols totaux puis utilisation du
PVPP pour doser les composés non-tanniques) (Schofield et al., 2001). Dans le sainfoin, tous
les tanins présents sont supposés étre des tanins condensés. Donc, le dosage des tanins
totaux revient en fait a déterminer la teneur en TCs. Cette méthode est donc moins
spécifiqgue que d’autres évoquées dans l'introduction mais elle répond a la problématique de
cette thése a savoir exploiter des méthodes de dosage simples et peu colteuses en

laboratoire (Mueller-Harvey, 2006).
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La méthode de diffusion radiale (Hagerman, 1987) est utilisée pour évaluer le niveau de
complexation des tanins présents dans un échantillon avec les protéines (Theodoridou et al.,
2011b). Le modeéle de protéines utilisées dans notre essai était des BSA (Bovine Serum
Albumin), d’origine animale. D’autres études évaluent le degré de complexation des TCs
avec des protéines végétales comme le Rubesco (Lorenz et al., 2012). Néanmoins, la BSA a
été choisie car elle est la source de protéines la plus standardisée dans la diffusion radiale et
facilite les comparaisons avec d’autres études. La BSA est aussi la protéine de référence pour
cette méthode dans notre propre laboratoire. Enfin, il a été remarqué que la complexation
entre les protéines et les TCs diminuait rapidement avec des degrés de polymérisation de
I’échantillon supérieurs a 8 (Ropiak et al.,, 2017). La gamme moyenne de degré de
polymérisation du sainfoin se trouve entre 5 et 8 (Koupai-Abyazani et al., 1993). Ainsi, le
risque d’avoir sous-estimé des complexes TCs-protéines lors des tests de diffusion radiale

avec des extraits de sainfoin reste limité.

Le test d’inhibition du dégainement larvaire (LEIA) a été utilisé comme référence pour
mesurer 'activité AH in vitro. Ce test est fréquemment utilisé pour étudier I'activité AH de
plantes contenant des polyphénols. Ce test LEIA a été choisi pour vérifier 'activité AH car 1/
il est un des tests les plus simples, rapide a réaliser, reproductible, et ne nécessitant qu’un
minimum d’équipement ; 2/ il permet le calcul de concentration efficace 50% et permet

donc de comparer des échantillons entre eux (Jackson et Hoste, 2010; Quijada et al., 2015).

Les valeurs issues de la calibration SPIR ont été comparées aux références de valeurs
biochimiques obtenues par la méthode de Folin-Ciocalteu, déja été utilisée comme méthode
biochimique de référence dans le développement de calibrations estimant la quantité de TCs
d’écorces de pin (Pinus caribaea) (Derkyi et al., 2011) ou de sorgho (Sorghum) (Dykes et al.,
2014).

Pour valider les calibrations SPIR, il est important de disposer d’'un nombre conséquent de
mesures : selon les matériaux, une centaine d’échantillons sont requis pour obtenir des
calibrations robustes (CIRAD, 2007; Derkyi et al., 2011 ; Dykes et al., 2014). La fiabilité de la
calibration s’améliorera a chaque ajout d’échantillons. Pour conforter la calibration, il est

préférable aussi que les échantillons présentent une forte variabilité.
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Dans notre étude plus de 300 échantillons diversifiés ont été utilisés. Les équations SPIR
pourront par la suite étre améliorées par I'ajout d’autres échantillons de sainfoin (si possible
avec des teneurs plus faibles et plus élevées en TCs, afin d’élargir la gamme d’échantillons)
ou d’autres ressources contenant des TCs (par exemple, d’autres légumineuses ou des co-
produits industriels contenant des tanins), afin de potentiellement prédire les teneurs en

tanin d’une plus grande variabilité de ressources.

La variété a eu un impact sur la teneur en TCs des échantillons : la variété Perlix de Suisse
contient plus de TCs que la variété Perly (P<0.05). Cependant, il y a un effet de confusion
entre la variété et la localisation de culture. Le choix d’utiliser la variété Perly pour les
granulés de sainfoin s’est fait car c’est une variété de sainfoin double, sélectionnée en
France (Sainfolia cultive uniquement cette variété) et qui a déja montré des résultats
intéressants sur la réduction du parasitisme (Girard et al.,2013; Werne et al., 2013;
Campidonico et al., 2016).

L'année de récolte et les conditions météorologiques variables en découlant ont eu
un effet significatif sur la teneur en TCs (P<0.05). Chaque récolte se fait sur des saisons
variables (Bumb et al., 2016; Medjekal, 2016). Les années ensoleillées avec de faibles
précipitations semblent liées a davantage de TCs dans la plante.

Le nombre de coupes, qui correspond a un phénomene de stress répété pour la
plante, a été significativement et positivement corrélé (P<0.05) a une augmentation de la
teneur en tanins, confirmant de précédents résultats (Mueller-Harvey et McAllan, 1992;
Azuhnwi et al., 2011), et permettant une premiére orientation dans la sélection des lots a

propriétés antiparasitaires.
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2.2 Chapitres 2 et 3 : Essais in vivo

2.2.1 Conditions optimales d’utilisation des granulés de sainfoin

e Le schéma expérimental

Pour des raisons principalement économiques, nous avons choisi d’étudier seulement les
effets de la consommation de ressources contenant des TCs sur l'infestation par des NGls,
sans groupes témoins non-infestés qui auraient permis de mesurer les conséquences
zootechniques de la consommation de ressources contenant des TCs (Amit et al., 2013). Ce
type de paramétres zootechniques sera plutét suivi au cours d’essais actuels ou futurs

réalisés en élevages.

e Animaux et souches de nématodes

Idéalement, il aurait été souhaitable que les essais explorant les interactions entre les
deux facteurs « temps de distribution » et « concentration en tanins » sur I'établissement
des L3s infestantes et sur les vers adultes se déroulent dans les conditions expérimentales
les plus proches possibles. Les mémes espéces (et souches) de nématodes ont été
employées dans les 2 essais. La décision d’infestation conjointe par une espéce abomasale et
une espeéce intestinale a été un choix justifié, afin de mettre en évidence d’éventuelles
différences de réponse aux TCs entre espéces de NGIs a localisation différentes comme
mentionnées dans plusieurs études in vivo précédentes (Athanasiadou et al., 2001; Paolini et
al.,, 2003; 2005; revue Hoste et al., 2015). Par contre, plusieurs différences sont notables
entre les 2 expériences : 1/ I'espéce hoéte (ovins ou caprins) et I'animal lui-méme di a la
variabilité individuelle de réponse des animaux en terme d’infestation parasitaire ; 2/ I'dge
de I'animal (agneaux de 3 mois ou chévres de réforme) ; et 3/ les ressources alimentaires,
notamment en termes de complément au sainfoin (lots de granulés de sainfoin avec
différentes teneurs en tanins ; ajout d’endocarpes de noisette dans le premier essai,

d’endocarpes de chataigne dans le second).

214



Elodie Gaudin | 2017

Cette these avait pour objectif d’utiliser des granulés de sainfoin disponibles suites aux
différentes récoltes réalisées au cours des trois ans. Ainsi, la teneur en tanins a été variable
entre les lots et c’est pourquoi nous avons parfois ajouté artificiellement des co-produits afin
d’augmenter la quantité de tanins. Le choix de ces co-produits s’est premierement porté sur
la noisette en raison de résultats favorables antérieurs in vitro et in vivo avec ce co-produit
(Desrues et al., 2012 ) et nous en connaissions la composition en tanins condensés. Dans un
deuxieme temps, nous avons utilisé des co produits de la chataigne pour des raisons
pratiques (impossibilité d’approvisionnement en endocarpes de noisettes pour la suite des

essais).

e Les ressources contenant des tanins

Afin d’augmenter artificiellement la quantité de TCs présents dans les granulés
déshydratés et pour explorer de futures voies de formulations, des co-produits de
I'alimentation humaine riches en TCs (endocarpes de noisette ou de chataigne) ont été
ajoutés aux granulés. La raison du choix différencié de ces ressources a été exposé
précédemment. Ces ressources agro-industrielles different du sainfoin en termes de

concentration en tanins et de qualité des TCs.

Les granulés de sainfoin exploités dans les lots contenaient 1.9 % ou 2.1 % de TCs (méthode
Folin Ciocalteu). Qualitativement, ils sont caractérisés par 70 % de prodelphinidines (PDs) et
30 % de procyanidines (PCs). Les PDs possédent un groupement OH supplémentaire
comparé aux PCs, ce qui leur donne une forte affinité pour les protéines (Aerts et al., 1999;
Schofield et al., 2001). Les PDs ont ainsi montré des effets AHs plus importants que les PCs

(Brunet et Hoste, 2006; Quijada et al., 2015).

Les endocarpes de noisette contenaient 5.0 % de tanins, dosés par la méthode Folin-
Ciocalteu. Ces TCs sont majoritairement riches en PCs (80 % de PCs vs. 20 % de PDs) (Quijada
et al.,, 2015). lls ont aussi la particularité d’étre galloylatés, ce qui semble augmenter les
propriétés AHs (Brunet et Hoste, 2006). Cependant, méme si la noisette posséde
majoritairement des PCs, des études antérieures menées avec cette ressource ont permis de
mettre en avant un effet de ce co-produit industriel sur la réduction de l'infestation ou de

I’excrétion des ceufs (Desrues et al., 2012; Girard et al., 2013).

215



Elodie Gaudin | 2017

Les endocarpes de chataigne incorporés pour créer un différentiel de teneur en tannins
entre les lots S et SC (Article 2 — Partie 1) contenaient 9.1 % de TTs, dosés par la méthode de

Folin-Ciocalteu.

Dans tous les essais, deux précautions ont été prises :

» Une période de transition alimentaire a été incluse afin que les animaux s’adaptent
progressivement aux granulés de sainfoin proposés dans les rations. Cette période
d’environ une semaine dans la plupart des essais, a été estimée suffisante car les
animaux recevaient le méme foin avant et pendant la mise en place des essais.

» Nous avons veillé a ce que les régimes soient iso-protéiques pour permettre
d’interpréter les résultats en fonction de la teneur en tanins condensés. Un effet de
la teneur de la ration en proteines sur les infestations parasitaires a été largement
démontré et conceptualisé (Coop and Kyrizakis, 1999, 2001), notamment sur la base
de résultats obtenus dans nos régions tempérées, ol la teneur en protéine est le
principal facteur limitant dans la ration. Enfin, il n’a pas été possible d’obtenir des
régimes iso-énergétiques, due a la forte variation entre les lots, notamment par

I’ajout des co-produits industriels.

e Résultats obtenus

1) L’ingestion

La période de transition et les teneurs modérées en tanins dans les essais (comprises
entre 1.9 % et 5.0 % de TCs (% MS)) ont conduit a une treés bonne ingestion du sainfoin par

tous les animaux avec des refus quasi nuls.

2) Effets sur les populations de vers

Sur les deux modeles d’infestation réalisés dans ces études, les deux parasites se sont
bien installés : entre 5.6 % + 6.0 et 29.6 % * 10.0 selon les lots pour H. contortus et entre
15.7 % + 4.9 et 31.9 % * 1.2 selon les lots pour T. colubriformis (pourcentage calculé avec le
nombre de larves infestantes administrées a I’'animal lors de I'infestation et le nombre de

vers comptés aprés autopsie).
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L’hypothése formulée était qu’une gradation des effets serait observée en fonction du
temps. Par exemple, il était supposé qu’une réduction des OPG observée serait d’abord liée
a un effet des tanins sur la fertilité des vers adultes femelles avec la plus courte durée de
distribution (Paolini et al., 2005; Costa-Junior et al., 2014; Kommuru et al., 2015) puis a une
réduction du nombre de vers avec la plus longue période de distribution (Heckendorn et al.,
2006; 2007). Cependant, dans notre cas, aucun effet significatif n’existait aprés cing jours de
consommation de tanins avant infestation ou bien trois semaines apres infestation (durée de
distribution les plus courtes) sur le nombre de vers.

Nos résultats mettent aussi en avant la variabilité des effets des TCs en fonction des
différentes espéces de nématodes, intestinales et abomasales (Athanasiadou et al., 2001;
Shaik et al., 2006), mais aussi en fonction des différents stades de nématodes (L3s vs. vers

adultes) (Tzamaloukas et al., 2005).

2.2.2 Interactions entre un AH de synthése et la distribution de sainfoin

Cette étude a mis en avant un effet du sainfoin sur une souche d’H. contortus multi-
résistante aux AHs, confirmant les effets obtenus avec du sainfoin sur des souches sensibles
(Paolini et al, 2005; Brunet et al., 2008; Hoste et al., 2016). L’étude suggere une interaction
négative entre le sainfoin et I'ivermectine par voie orale, a contrario de I'hypothése initiale
formulée (une possible synergie entre composés polyphénoliques et une lactone
macrocyclique par action sur des les polyglycoproteines (PGP)). Notre résultat in vivo a été
conforté par une étude in vitro qui explorait I’hypothése d’une chélation de I'ivermectine par
les tanins du sainfoin et de la noisette.

Il s’agit ici d’'une premiere étude analysant l'interaction entre le sainfoin et une ivermectine
administrée par voie orale. Les résultats de cette étude sont a I'opposé de résultats
précédents suggérant une amélioration de |'efficacité de I'ivermectine par voie sous-cutanée
avec la consommation de genévrier (Juniperus pinchotti) (Armstrong et al., 2013; Whitney et
al., 2013). La comparaison de ces résultats soulignent la nécessité d’explorer plus avant ces
interactions par des études impliquant d’autres ressources contenant des TCs (noisette,
chataignes) et/ou d’autres AHs ou une ivermectine par voie injectable par exemple, afin de

proposer des recommandations claires en élevages.
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2.2.3 Capacité d’automédication des petits ruminants

Les ovins et caprins sont infestés pa les mémes espéces de NGls. Pour 'essai sur
I’'automédication, la décision de travailler sur les deux especes de petits ruminants a été un
choix volontaire afin de comparer leur comportement alimentaire vis-a-vis du sainfoin chez
des animaux infestés ou non.

Dans cet essai, le mode d’infestation choisi a été I"'administration d’une dose de
larves infestantes calculée au pro-rata du poids de I'animal. Le but de ce mode d’infestation
était de limiter la variabilité due a la différence de poids entre les agnelles et les chevrettes
et d’imiter les conditions naturelles d’infestation, en partant de I’hypothése que les animaux
les plus lourds consomment plus d’herbe et ont donc une plus grande probabilité d’ingérer
des larves L3s. Une infestation réalisée sur plusieurs jours et non en une dose unique aurait
cependant permis d’imiter davantage les conditions d’infestations naturelles (les animaux
consomment de I'herbe chaque jour et I'infestation se fait par ingestion de larves cumulée
sur plusieurs jours) (Khan et al., 2011; 2012). Pour des raisons pratiques (quantité de larves
infestantes limitée, durée de I'expérimentation) cela n’a pas été possible. En revanche, le

succes des infestations a été souligné par des valeurs d’OPG comprises entre 3000 et 5000.

Le modele d’automédication choisi dans I'étude comportementale a été
I"'automédication curative, mise en place aprés apprentissage. Dans le cas du parasitisme par
les NGIS, plusieurs jours de consommation des TCs sont nécessaires pour atteindre une
concentration suffisante en TCs dans le systéme digestif (Burke et al., 2012ab; Hoste et al.,
2016) et observer les effets: la conséquence de la consommation des TCs (= réduction de
I’excrétion des ceufs) n’intervient donc pas juste apres l'ingestion (Schwartz et Robbins,
1995). Dans notre étude, la décision de ne pas faire de période de conditionnement a été
prise afin de vérifier si les ovins ou caprins pourraient distinguer les conséquences de chaque

aliment par eux-mémes et de vérifier si cette ingestion sera liée a leur charge parasitaire.
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3. Perspectives d’exploitation des granulés déshydratés de
sainfoin en élevage

Un nutricament est un aliment qui a des valeurs nutritionnelles intéressantes pour les
animaux de rente, doublé d’un intérét sanitaire (ici anthelminthique). Son efficacité sur les
vers dépend de l'ingestion par les animaux et suppose une durée suffisante de distribution
ainsi qu’une concentration minimale dans la ration (Andlauer et First, 2002; Hoste et al.,
2006, 2015).

L'utilisation d’un nutricament en élevage nécessite de caractériser la ressource avant
usage, notamment en terme de valeurs nutritionnelles mais également en terme de teneur
en tanins condensés, composés bioactifs supposés a I'origine des effets AHs. Un des objectifs
de notre thése était aussi d’explorer I'intérét de méthodes adaptées a I'industrie comme la
spectroscopie en milieu infra-rouge proche, deja appliquée sur de nombreux aliments

(Roberts et al., 2004 ; Adu-Amankwa et al., 2011 ; Mancilla-Leytén et al., 2014).

3.1 Possibilité d’analyses rapides des lots de sainfoin pour qualifier leur
valeur en tant que « nutricament » avant usage

La corrélation significative et positive entre les résultats obtenus par la méthode de
Folin-Ciocalteu et les résultats EC50 du test LEIA confirment la relation dose-dépendante
existante entre la quantité de tanins et |'activité anti-parasitaire (Hoste et al., 2015) et
confirment l'intérét de doser les TCs (ici assimilé, en raison de la méthode, par les tanins
totaux) dans la caractérisation future des lots de sainfoin.

Cette information permettra de classer les lots de sainfoin, soit pour une seule

ére

exploitation nutritionnelle (exemple : récoltes de 17 coupe) soit pour une plus value en

eme

étant identifiés comme alicaments (exemple : récoltes de 3" coupe avec des teneurs en

tanins plus importantes).
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La méthode de spectroscopie infra-rouge (SPIR) pour caractériser les granulés
déshydratés de sainfoin avant usage offre plusieurs avantages a I'échelle industrielle pour
I'analyse quantitative et qualitative de produits. Elle demande peu de préparation des
échantillons, I'aliment peut étre réutilisable apres analyse, les colits d’analyse sont réduits,
les analyses sont précises, rapides, automatisées et non destructives et faciles a mettre en
place (Bertrand et Dufour, 2000). Aprés une étape de calibration consolidée, cette
méthode permet I'analyse de composants nutritionnels majeurs des aliments (exemple :
matiére seche, protéines), mais également le dosage de composés plus spécifiques comme

des métabolites secondaires, et notamment les tanins.

Les premiers essais d’utilisation de la SPIR en milieu agricole ont été répertoriés avec des
fourrages (Norris et al., 1976). La valeur des constituants les plus souvent analysés et prédits
sont aujourd’hui I'humidité et les protéines (Roberts et al., 2004). Cependant, depuis plus de
20 ans, des calibrations SPIR ont été développées afin de prédire la teneur et méme la
composition en TCs (en terme de ratios procyanidines/prodelphinidines et de leur
conformation cis/trans) pour des légumineuses comme le lotier corniculé (Lotus
corniculatus) (Roberts et al., 1993), sericea lespedeza (Wheeler et al., 1996) ou différentes

espéces de saules (Salix spp.) (Klongsiriwet et al., 2013; Lavin et al., 2015).

En revanche, peu de données sont disponibles dans la littérature sur I'utilisation de la
SPIR pour prédire des activités biologiques. Cela a déja été mis en place dans la prédiction de
I'activité antioxydante de mais (Redaelli et al., 2016) ou de miels de différentes origines
botaniques (Tahir et al., 2016), et montre ainsi des perspectives d’utilisation de la SPIR dans
la prédiction d’autres activités biologiques de plantes comme I'activité AH d’échantillons de
plantes (Mueller-Harvey et al., 2011). Ce dernier point a été confirmé par la corrélation
significative et positive entre les teneurs en TCs obtenues via la calibration SPIR et les
résultats EC50 obtenus par le LEIA.

De plus, des résultats préliminaires obtenus avec d’autres légumineuses contenant des
polyphénols (le lotier (Lotus pedunculatus et corniculatus), la coronille (Coronilla), et d’autres
variétés d’Onobrychis) suggerent que les applications de la calibration SPIR développée sur
le sainfoin pour prédire les teneurs en TCs (et les propriétés AH associées) pourraient, dans

I'avenir, étre élargies, en termes d’applications industrielles, a d’autres ressources.
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3.2 Vers des indications pour une exploitation optimisée en élevage

Le principal objectif des études de cette these était d’aboutir a des préconisations
pratiques et de définir un cadre de références, pour préciser les conditions d’applications
répondant au concept de nutricament. Il s'agissait notamment de spécifier 1) la
concentration seuil en tanins dans les granulés de sainfoin et dans la ration, pour étre
suffisamment efficace contre les nématodes gastro-intestinaux, et 2) la durée minimale
nécessaire pour inclure ces granulés dans la ration. Par ailleurs, la facon dont cette ressource

est percue puis ingérée par les ovins ou caprins, a été évaluée dans le chapitre 3 de la thése.

= Durée de distribution

Un temps minimal d’incorporation du sainfoin dans la ration a été estimé a 15 jours
(Article 2 — Partie 2) afin d’assurer une imprégnation suffisante en TCs des divers organes
digestifs parasités (Hoste et al., 2016). Au cours des deux expérimentations de |'article 2 de
thése, la durée de distribution a eu un effet significatif sur la réduction de l'infestation par
les nématodes (durée de distribution qui a eu un effet significatif sur la réduction de la
fertilité des vers femelles de T. colubriformis). Cette durée de 15 jours, déterminée dans
I'article 2, a permis de limiter I'installation des larves de stade L3 ou de réduire |'excrétion
des ceufs par les vers adultes d’espéces abomasales comme H. contortus ou intestinales
comme T. colubriformis. Cette donnée est concordante avec la littérature ou la durée
minimale durant laquelle introduire des plantes riches en TCs, notamment sericea
lespedeza, a été estimée a 7 jours chez des chévres (Min et al., 2005; Luginbuhl et al., 2013)

et entre 14 et 35 jours chez des agneaux (Burke et al., 2012ab).

= Concentration en tanins

Une concentration minimale de TCs apportée dans la ration parait nécessaire pour
observer des effets AHs. Les résultats d’une méta-analyse ont suggéré une teneur minimale

de 3 % de TCs dans la MS totale de la ration pour obtenir des effets AHs (Min et Hart, 2002).
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Cependant, l'interprétation de ces chiffres est difficile car elle dépend également 1/ de la
qualité des tanins présents dans la matiere premiere, 2/ de la méthode de quantification des
TCs et 3/ de la présence d’autres métabolites secondaires polyphénoliques bioactifs comme
des flavonoides (Brunet et Hoste, 2006) et des interactions possibles entre les composés

bioactifs (Lyman et al., 2008; Vargas-Magafia et al., 2014; Klongsiriwet et al., 2015).

Dans le cas de la méta-analyse citée, la valeur indiquée était basée sur des analyses
réalisées avec la méthode au Butanol-HCI. Dans les études de cette thése, exception faite de
I'article 4 ou la méthode de Butanol-HCI a été réalisée au sein du laboratoire dans lequel cet

essai s’est déroulé, la méthode de Folin-Ciocalteu a été préférée.

A titre d’exemple, un calcul sommaire basé sur les résultats de I'Article 3 permet de
donner une estimation de la concentration en tanins a apporter dans la ration. Il a été
estimé que les agneaux, d’environ 30 kg, consommaient 3 % de leur poids sous forme de MS,
soit 900 g. Le foin était proposé ad libitum. Les agneaux du lot sainfoin ont consommé 580 g
de granulés de sainfoin / jour contenant 90 % de MS et 3.5 % de TCs sur la base de la MS,
soit 18 g de TCs dans la ration journaliére. Ainsi, sur la base d’une ingestion de MS totale de
900 g/j, la teneur en TCs était voisine de 2 % (en % de la MS totale de la ration). Dans une
autre étude (Girard et al., 2013), un calcul similaire a conduit a une évaluation de 1.3 % de
TCs en % de la MS totale de la ration. Dans les deux cas, des effets significatifs sur I'excrétion
des ceufs ont été observés. Enfin, il est aussi a noter qu’avec une concentration de 1.9% de
tanins totaux dans les granulés de sainfoin (Article 2 —Partie 1), un effet AH notable a été
remarqué sur l'installation d’H. contortus. Cependant, il est possible que les seuils de

concentration minimale varient en fonction des stades parasites.

Les études réalisées avec sericea lespedeza, ol la teneur en tanins condensés est plus
forte que dans le sainfoin, ont montré des effets sur la réduction de I'infestation avec des
teneurs en TCs de 9.8 % de TCs (% MS) dans du fourrage (Terrill et al., 2009) et 5.7 % de TCs
(% MS) dans des granulés (Kommuru et al., 2015), valeurs obtenues par la méthode de

dosage butanol-HCl dans les deux cas.
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Pour augmenter la teneur en TCs dans le sainfoin (variété Perly), plusieurs voies
peuvent étre envisagées. Premiérement, la sélection de variétés avec des teneurs plus
importantes en TCs (comme Buciansky ou Hampshire (Manolaraki, 2011), Esparcette
(Malisch et al., 2015) ou encore Perlix (Article 1)) pourrait fournir des lots de sainfoin avec un
potentiel d’activités AHs supérieures par rapport a la variété Perly. Avant d’étre utilisées en
élevage, de telles variétés nécessiteront un travail de sélection génétique pour augmenter la
teneur moyenne en TCs. Cependant, comme évoqué au paragraphe 2.1, la variété Perly a été
utilisée car elle est sélectionnée en France et les semences sont disponibles. Deuxiemement,
utiliser seulement des feuilles, organe contenant majoritairement les TCs (Malisch et al.,
2015), lors de la déshydratation permettrait d’éviter de diluer la quantité de tanins. Cela a
été réalisé avec sericea lespedeza (Kommuru et al., 2015). Une 3eme option serait de stresser
la plante, comme par exemple en réduisant la quantité d’eau offerte ou la quantité de
fertilisants, pour augmenter la teneur en TCs (Zhang et al., 2012; Morshedloo et al., 2017).
Enfin, une derniére option consisterait a ajouter des co-produits riches en TCs lors de la
déshydratation pour accroitre la quantité de TCs des granulés. Quelques études in vivo
précédemment réalisées sur petits ruminants afin d’évaluer I'effet de ces co-produits seuls
(Desrues et al., 2012) ou en combinaison avec le sainfoin (Girard et al., 2013), ont permis de

confirmer I'efficacité AH de ces co-produits.

= Utilisation avec un anthelminthigue de synthése

Sur la base de notre étude et des résultats obtenus pour le moment avec de
I'ivermectine par voie orale, il parait préférable de dissocier I'incorporation du sainfoin dans
la ration et un traitement AH, et de réfléchir aux recommandations vers les professionnels
de I’élevage en ce domaine. Pour le moment, 1/ le nutricament pourrait étre utilisé en
prévention et 2/ I’AH de synthése pourrait étre utilisé en curatif, en cas de besoin. Ceci dans
le but de ne pas altérer I'absorption digestive du médicament, de par une possible chélation
de l'ivermectine dans le rumen par les tanins. Cela permettrait de préserver I'efficacité de
I'ivermectine en maintenant des valeurs plasmatiques suffisantes et en évitant le sous-

dosage, et le risque associé de sélection de résistances aux AHs (Besier et al., 2016b).
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=  Capacité d’automédication et consommation du sainfoin

Par comparaison aux deux autres chapitres, |'objectif général du chapitre 3 était plus
a visée cognitive et donc conduisant moins directement a des possibilités d’applications en

élevage. Toutefois, certains enseignements peuvent en étre tirés.

Les essais ont été réalisés sur ovins et caprins. Cette prise en compte de I'espéce hote
nous semblait importante dans linterprétation des résultats, en raison de leur
comportement alimentaire différent (cueilleur ou brouteur), qui pourrait influer sur leur
propension a consommer des ressources contenant des métabolites secondaires des
plantes, et notamment des tanins. Les ovins sont principalement identifiés comme des
brouteurs, inféodés a I'herbe. Ils ont donc une moindre propension a ingérer des tanins.
Leur régulation des parasites digestifs semble surtout reposer sur une réponse immunitaire
plus efficace que chez les caprins. A l'inverse, lorsque I'environnement est propice, les
caprins consomment davantage d’espéces arbustives contenant des TCs pouvant avoir un
impact sur les vers (Hoste et al., 2010). Certaines études ont aussi suggéré I'existence de
mécanismes d’adaptations physiologiques chez les caprins qui seraient absents chez les
ovins, comme par exemple une augmentation de la sécrétion de protéines salivaires ayant
une affinité pour complexer les tanins (Paolini, 2004; Alonso-Diaz et al, 2010).

Méme si les résultats confirment que les caprins consomment davantage le sainfoin
qgue les ovins lorsqu’il était proposé a volonté en paralléle avec de la luzerne, les analyses
statistiques des préférences chez les deux especes de petits ruminants n‘ont pas été

différentes de 0.5, soulignant qu’agneaux comme chevreaux ont trés bien ingéré le sainfoin.

Dans les diverses études de ce travail de theése, quelles que soient la nature des
granulés offerts et la quantité de tanins associée, aucun refus n’a été observé. Il n’a donc pas
été possible d’examiner la problématique de compromis (trade-off) entre effets anti-
nutritionnels des tanins a forte concentrations et effets AH favorables chez les animaux
infestés. Dans le cas de travaux futurs s’orientant vers des teneurs en tanins plus fortes dans
les granulés (par la sélection de variétés de sainfoin, par |'utilisation des organes de la plante
contenant majoritairement les tanins lors de la déshydratation, ou par I'ajout de sources de
tanins extérieures), la question de ces compromis entre effets anthelminthiques et effets
anti-nutritionnels méritera d'étre posée, de méme que celle de problémes éventuels

d'acceptabilité et de consommation (Ginane et al., 2005; Mc Sweeney et al., 2008).
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A linverse d’autres études mettant en évidence une association entre la
consommation de TCs par les petits ruminants et une réduction de I'infestation parasitaire
(Lisonbee et al.,, 2009; Juhnke et al., 2012; Amit et al.,, 2013), aucune capacité
d’automédication n’a été mise en évidence dans notre essai chez les deux espéces de petits
ruminants. Toutefois, dans I'expérience de cafétéria, les agneaux ou chevreaux parasités ont
montré une augmentation modérée de la consommation de sainfoin et des TCs au cours du

temps d’observation.

Sur la base de ces résultats, il parait difficile de considérer que I'animal pourra gérer
par lui-méme son parasitisme, en lui laissant I'acces a un nutricament contenant des tannins.
Cependant, il s’agit ici d’une unique étude i/ sans apprentissage préalable (Fernandez et al.,
2012) ii/ et dans laquelle le nutricament proposé avait une bonne valeur nutritionnelle et
contenait des teneurs modérées en tanins. La comparaison de nos résultats avec ceux de la
bibliographie citée suggere qu'une période de conditionnement ou I'animal « apprend » a
associer la plante a ses conséquences anthelminthiques peut s'avérer nécessaire. Cette
période peut aussi aider I'animal a accepter I'aliment dans les cas ou la présence de tanins

induit une aversion sensorielle initiale (Costes-Thiré et al., 2016).

Les études menées ont fourni un certain nombre de résultats appliqués permettant de proposer
des recommandations pour optimiser |'exploitation des granulés déshydratés de sainfoin comme
nutricament en élevage de petits ruminants :

- Dans la gamme des teneurs en TCs testés (jusque 5%), les granulés de sainfoin ont été bien
acceptés par les ovins et les caprins ;

- Un seuil minimal de concentration de TCs dans la MS de la ration est a apporter pour obtenir
des effets antiparasitaires. Sur la base de la méthode Folin Ciocalteu, ce seuil est estimé a
environ 2% ;

- Une durée minimale de 15 jours de distribution dans la ration semble nécessaire ;

L’association avec un traitement par une ivermectine par voie orale semble a éviter. Les
recommandations concernant ce volet sont a diffuser avec précaution.
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Conclusion / Perspectives

L’objectif général de ce travail de thése CIFRE visait a valider I'utilisation de granulés
déshydratés de sainfoin en élevage et de proposer/définir les conditions optimales pour les
exploiter comme modeéle de nutricaments dans la lutte contre les NGIs des caprins et ovins,
de par ses bonnes valeurs nutritionnelles (Légumineuse, avec environ 15% de protéines) et
en raison de sa teneur en tanins condensés. Cette these s’inscrit dans la démarche générale
pour conforter des options participant a une gestion intégrée des nématodes gastro-
intestinaux pour s’affranchir du recours aux seuls AHs de synthese et ainsi chercher des

solutions au phénomene de résistance des populations de NGls a ces molécules de synthése.

L’étude in vitro menée au fil de I'eau de cette thése (chapitre 1) a montré que des
méthodes simples permettent d’analyser rapidement les lots de granulés avant usage. Elle
a également montré l'intérét de la méthodologie SPIR dans lI'analyse rapide des TCs
présents dans le sainfoin et de I’activité anthelminthique associée.

Des données antérieures avaient suggéré que des teneurs en TCs comprises entre 2%
et 5% de la MS seraient un seuil nécessaire pour associer valeur nutritionnelle et favorable
sur la santé (effet AH). Les résultats des études in vivo de cette thése confirment ces
données (concentration minimale en tanins condensés de 2 % de la MS totale de la ration).
lIs mettent aussi en évidence une durée minimale de distribution dans la ration de 15 jours.
En revanche, peu de données étaient disponibles sur les conséquences d’une utilisation
combinée du sainfoin (modéle de nutricament) et d’un AH de synthése (ivermectine par voie
orale dans notre cas). Les résultats obtenus au cours de cette thése montrent qu’une
utilisation disjointe serait préférable.

Les caprins ont consommé davantage le sainfoin que les ovins, mais les deux
espéces ont tres bien ingéré le sainfoin. En revanche, contrairement a des études recensées
dans la bibliographie, les ovins et caprins n’ont pas montré de capacité d’automédication

avec les granulés de sainfoin.
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Au vu des résultats des divers chapitres de cette these, plusieurs perspectives de

recherche et d’applications peuvent étre envisagées.

1) Etendre les possibilités d’application de la méthodologie SPIR

Les corrélations significatives obtenues entre les valeurs de calibration SPIR, les teneurs
en TCs et une activité biologique associée (ici I'évaluation des effets AH), indiquent que le
développement de ces calibrations devrait permettre d’identifier les lots de sainfoin avant
usage et d’orienter leur préconisation comme aliment (pour la nutrition quotidienne des
animaux) ou comme alicament (qui pourra étre distribué aux périodes maximales de risque
d’infestation parasitaire).

Les résultats obtenus sur ce modeéle soulignent I'intérét de la méthodologie SPIR pour

développer des calibrations validées et étendues visant a caractériser :

- Soit d’autres ressources contenant des TCs pour des activités AH, comme le

suggerent des résultats préliminaires obtenus avec d’autres légumineuses contenant
des polyphénols (le lotier, la coronille, et d’autres variétés d’Onobrychis), ou avec des
co-produits industriels riches en TCs (comme les endocarpes de noisette ou de

chataigne), pouvant augmenter les teneurs en tanins des granulés de sainfoin.

- Soit des granulés déshydratés de sainfoin contenant des TCs pour valider d’autres

activités biologigues, comme une activité anti-coccidienne qui a été évoquée avec

certains tanins (Saratsis et al., 2012).

Par ailleurs, la formation de complexes entre les TCs et les protéines peut avoir des
conséquences sur la capacité des TCs a limiter la dégradation des protéines dans le rumen
(Theodoridou et al., 2010; Niderkorn et al., 2012; Copani et al., 2015). Il serait intéressant a
I'avenir de se pencher sur l'intérét de la méthode de diffusion radiale pour évaluer la
capacité a limiter les dégradations ruminales des protéines et en conséquence la production

de gaz a effet de serre.
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2) Compléter les résultats du chapitre 2

La mise en place d’études systémiques pour préciser les conditions de distribution
des granulés déshydratés sera nécessaire pour répondre a plusieurs questions :

- Comment les distribuer : en continu ou sous forme de cures régulieres ?

- A quelle fréguence ?

- Quand les placer lors de la saison de paturage ?

Le but général étant d’utiliser les nutricaments en prévention pour préserver au maximum

les AHs de synthése, disponibles a des fins curatives.

Enfin le volet sur les interactions possibles entre nutricaments et les lactones
macrocycliques méritera d’étre exploré plus avant, notamment dans le cadre d’études in
vivo incluant une forme injectable ou en intégrant des co-produits in vivo dans la ration des
animaux (comme la noisette) qui ont montré in vitro une forte aptitude a bloquer I'activité

de I'ivermectine.
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