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GLOSSAIRE PHARMACOCINETIQUE

Ci=Yr.e™ + Yye ™" (modéle bi-compartimental ouvert, administration i.v.)

C: (ug/mL): Concentration plasmatique au temps t

Y (ug/mL): Ordonnée a I’origine (extrapolée) de la phase de distribution
Y, (ug/mL): Ordonnée a I’origine (extrapolée) de la phase de d’élimination
M (h) : Constante de vitesse (pente) de la phase de distribution

)2 (h") : Constante de vitesse (pente) de la phase d’élimination

AUC (pug.h/mL) : Aire sous la courbe du profil des concentrations plasmatiques au

cours du temps (Area Under the Curve)

Cl (mL/min/kg) : Clairance plasmatique totale

t . A2 (h) : Temps de demi-vie plasmatique

Varea (L/kg) : Volume de distribution apparent
Vi (L/kg) : Volume de distribution a 1’état d’équilibre

F (%) : Biodisponibilité
MRT (h) : Temps moyen de résidence (Mean Residence Time)

Cmax (ng/mL) : Concentration plasmatique maximale

tmax (h) : Temps correspondant a la concentration plasmatique maximale
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Les tétracyclines (TC) ont été parmi les premiers antibiotiques disponibles en clinique
possédant un large spectre d’activité. En raison de sa bonne efficacité et de sa faible toxicite,
I’oxytétracycline (OTC) est rapidement devenue en médecine vétérinaire un médicament de

choix pour traiter un grand nombre d’affections, notamment chez les ruminants.

Pourtant, les formulations initiales (sous forme de poudre soluble ou de complément
alimentaire par voie orale (v.0.) ou sous forme de solution injectable (Sol. inj.)
essentiellement par voie intramusculaire (i.m.)), nécessitaient des administrations
quotidiennes afin d’éviter les échecs thérapeutiques. Dans un contexte d’intensification des
modes d’¢élevage, le nombre important des administrations étaient a 1’origine de plusieurs
difficultés : des dépenses conséquentes de temps et d’argent, un risque li¢ a la contention
accru (30,35), une mauvaise compliance des ¢éleveurs au traitement (a 1’origine
d’antibiorésistance (12)), ainsi qu’un stress important des animaux affectant leur résistance
physiologique aux maladies (16). C’est pour répondre a ces besoins que les laboratoires
PFIZER ont introduit sur le marché du médicament vétérinaire la TERRAMYCINE Longue
Action ™ (T.L.A. "°), une formulation spéciale permettant d’espacer les injections

d’antibiotique tous les trois jours.

Par voie i.m., les paramétres pharmacocinétiques (PK) de ’OTC sont différents selon la
formulation utilisée (12,35,43). Cette différence semble étre lice a la présence dans la
formulation L.A. d’un excipient, la 2-pyrrolidone (2-P), qui permettrait une libération
progressive du principe actif a partir du site d’injection (16). Pourtant, dans la mesure ou
aucune étude ne concerne I’administration d’OTC L.A. par voie i.v. chez le mouton, il semble
possible d’envisager la possibilit¢ d’une action directe de la 2-P sur la PK de I’OTC apres
administration par voie i.v. L’objectif de ce travail de thése était donc de documenter 1’effet

potentiel de la 2-P sur la PK de I’OTC administrée par voie i.v. chez des ovins.
Apres avoir envisagé les principales données existantes sur I’OTC, sur la 2-P et sur la PK des

différentes formulations d’OTC, nous aborderons 1’étude proprement dite de I’effet de la 2-P

sur les paramétres PK de I’OTC administrée par voie i.v. chez le mouton.

23



PREMIERE PARTIE : DONNEES
BIBLIOGRAPHIQUES

24



I. DONNEES GENERALES SUR L’OXYTETRACYCLINE

I.1. HISTORIQUE

La découverte de la pénicilline G a motivé a partir de 1939 la recherche systématique de
micro-organismes du sol produisant des molécules antibiotiques (37). Suite a I’examen de
milliers d’échantillons provenant de différentes parties du monde, Duggar et son équipe
identifierent, en 1944, une nouvelle souche possédant des propriétés antimicrobiennes
étendues. Cet organisme fut appelé Streptomyces aureofaciens, par référence a la couleur
jaune or que prennent ses colonies apres quelques jours d’incubation sur gélose. La substance

antibiotique ainsi découverte, I’ Auréomycine "°, fut commercialisé en 1948 (39).

En 1950, une seconde souche de Streptomyces productrice de substances antimicrobiennes fut
1solée par les laboratoires PFIZER (50). Cet organisme, nommé Streptomyces rimosus en

NP une molécule

raison de son apparence fissurée sur gélose, produisait la Terramycine
possédant le méme spectre d’activité que I’auréomycine (37). Ce n’est que deux ans plus tard
que ’on s’apercut que les deux antibiotiques possédaient en réalité une structure de base
commune, appelée TC, sur laquelle étaient substitués soit un groupement chlore sur le
Carbone 7 (C;) dans le cas de I’auréomycine, soit un groupement hydroxyle sur le Cs dans le

cas de la terramycine (114). Les principes actifs furent renommés respectivement

chlortétracycline (CTC) et OTC.

Suite a la mise en évidence de son activité antimicrobienne in vitro et de son efficacité lors
d’infections expérimentales, I’OTC fut alors rapidement une des molécules les plus utilisées
en antibiothérapie (68,74). Depuis cette ¢époque, des TC semi-synthétiques de deuxieme
génération ont ét¢ développées comme la méthacycline en 1965, la doxycycline en 1967 et la
minocycline en 1972. Ces dérivés, plus lipophiles, ont permis d’améliorer de facon

importante les propriétés PK et pharmacodynamiques (PD) des TC (13,66).

Dans les années 70, les TC furent de moins en moins employées en raison de la mise en
¢vidence de bactéries antibiorésistantes et de 1’arrivée sur le marché de nouveaux
antibiotiques a large spectre (49). Cependant, dans les années 80, I’émergence de bactéries
pathogénes muti-résistantes a redonné un intérét a cette famille d’antibiotiques et motivé la
recherche de nouvelles molécules comme les dactylocyclines, les glycylcyclines et les dérivés

8-méthoxychlortétracycline (26,118).
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En médecine vétérinaire, seules la TC, la CTC, ’OTC et la doxycycline sont commercialisées
et parmi ces quatre molécules, I’OTC reste de loin la molécule la plus utilisée de nos jours
(108). Le tableau 1 présente les Noms Déposés (ND) des diverses solutions injectables d’OTC

S.A. (Short-Acting) et L.A. (Long-Acting) utilisées en médecine vétérinaire en France.
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Tableau 1 : Solutions injectables d’OTC utilisées en médecine vétérinaire en France

(d’apres 34)

Les formulations Short-Acting ont une concentration en OTC de 5 ou 10 g/100 mL et les formulations
Long-Acting ont une concentration en OTC de 20 g/100 mL

NOMS DEPOSES  ENOTC . PRINCIPAL |\ o o OIRES
(2/100mL) EXCIPIENT
OTC Base
CYCLIVAL 200 L.A. 20 N.P. Sepval-Sogeval
REMACYCLINE 20 N.P. Coophavet
g%ljﬁglf)]sraﬁ; 20 N.P. Ceva santé animale
OTC Chlorhydrate
CENTROXYCLINE 5 N.P. Virbac
TENALINE 5 % 5 N.P. Ceva santé animale
ENGEMYCINE 10 % 10 PVP Intervet
" Solution njctable 1 PvP Prizer
OTC Dihydrate
O%‘?gg—‘/&ﬁgi% 5 N.P. Vétoquinol
'Solution njctable : PVP Prizr
OX{,‘E%"%%&%S % 10 PVP (122) Vétoquinol
BIAMYCINE 20 % E.R. 20 N.P. Biové
CYCLOSOL 200 L.A. 20 N.P. Virbac
DUPHACYCLINE L.A. 20 N.P. Fort Dodge
DURACYKLINE 20 N.P. Bayer
LONGICINE 20 N.P. Vétoquinol
OXYLON 20 20 N.P. Noé-Socopharm
PULMOZAN L.A. 20 N.P. Zootech
Logg]il:iéﬁ/éz((:{}\}? A) 20 2-Pyrrolidone (2,30) Pfizer
TERRALON 20 % L.A. 20 N-Méthyl Pyrrolidone Virbac

N.P. : Non Précisé

PVP : Poly Vinyl Pyrrolidone
L.A. : Longue Action

E.R. : Effet Retard
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1.2. PRINCIPALES PROPRIETES PHYSICOCHIMIQUES

Les TC possedent une structure chimique commune composée de quatre cycles hexacarbonés
fusionnés en ligne (noyau naphtacéne-carboxamide). Sur cette structure de base, des radicaux
viennent se substituer pour former la TC. Les autres dérivés de la famille sont substitués en

position 2°, 5,6 ou 7 (101).

L’OTC, présentée sur la figure 1, possede un groupe polaire hydroxyle comme substituant sur
le carbone Cs d’ou son nom chimique simplifié¢ de 5-hydroxytétracycline (27). Ce groupement
polaire supplémentaire modifie les propriétés physicochimiques de la molécule en augmentant
son hydrosolubilité par rapport a la CTC (26). Cette caractéristique est vérifiée par la valeur
peu élevée du coefficient de partage (qui exprime la liposolubilit¢ en valeur relative a
I’hydrosolubilité¢) (tableau 2). Cette modification de la liposolubilit¢ conditionne les
propriétés PK (diminution de la biodisponibilité et du volume de distribution, augmentation de
la clairance, diminution de la diffusion a travers les enveloppes bactériennes) et PD
(diminution de D’affinité pour le récepteur ribosomial) de I’OTC (cf. infra). D’autre part,
I’adjonction de groupements oxygénés augmente les possibilités d’oxydation de la molécule,
réduisant ainsi la stabilité de la solution a quelques jours seulement en I’absence d’utilisation

de conservateurs (101).

Comme toutes les TC, ’OTC est une molécule amphotére pouvant former des sels avec des
acides ou des bases (112). Cette propriété permet d’améliorer de facon importante leur

hydrosolubilité en vue d’administrations par voie i.v. (101).

Elle peut également former des chélates avec des cations (tels que AI*", Ca**, Cu*, Fe*', Fe'’",
Mn** ou Zn*") ce qui risque de diminuer I’absorption digestive ou d’entrainer la formation de
précipités insolubles avec des solutés pour perfusion (101). Cette affinité est particuliérement
¢levée pour les ions fer et elle est de fagon générale augmentée pour les cations trivalents (5).
Les ions ferriques sont d’ailleurs considérés comme les cations ayant la plus grande affinité
pour former des chélates avec I’OTC in vitro (91). Cette propriété présente des avantages car
elle est utilisée d’une part pour augmenter le rendement de biosyntheése des TC dans les cuves

de fermentation et d’autre part pour stabiliser certaines formulations (37).
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Figure 1 : Structure chimique de ’OTC

Tableau 2 : Principales propriétés physicochimiques de ’OTC (adapté de 101)
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L’OTC est susceptible d’étre dégradée par différents mécanismes n’impliquant pas de
biotransformations chez ’animal. En présence de bases fortes, elle conduit a la formation
d’acide terracinoique. En présence d’acides forts , il y a mise en place d’un pont lactone (éther
intramoléculaire) ; le résultat de cette réaction est I’obtention d’apo-OTC ; enfin, il peut y
avoir épimérisation au niveau du C, (changement de configuration spatiale de la fonction
diméthylamine) avec formation d’épi-OTC. La réaction d’épimérisation a lieu spontanément
en solution (77), plus précisément pour un pH compris entre 2 et 6 (71). Cependant, elle
semble avoir lieu in vivo et non pendant le traitement ou la conservation (a une température
inférieure ou égale a - 15°C) des échantillons (33). L’atteinte de 1’équilibre de cette réaction
se caractérise par un changement de ’activité optique (facult¢ de faire tourner la lumicre
polarisée) dans les ultraviolets (UV) a 255 nm (2) et une diminution de 1’activité antibiotique

de I’épimere (seulement de 2-5 % de la molécule mere) (69). Une étude a comparé les

Formule brute C22H24N209, HCI

4-(dimethylamino)-1, 4, 4a, 5, 5a, 6, 11, 12a-
octahydro-3, 5, 6, 10, 12, 12a-hexahydroxy-6-
methyl-1, 11-dioxo-2-naphthacenecarboxamide

Nom chimique

Poids moléculaire (D) 496.9

Température de fusion (°C) 181 -182

‘ ' poudre cristalline de couleur jaune,
Propriétés organoleptiques
sans odeur, de saveur amére

Coefficient de partage
(dans I’octanol - 0.01 M de tampon 0.087
phosphate, pH=6.6 et 0.5 mM d’OTC)

Solubilité (mg/mL)

- eau 0.5

- éthanol 0.02

- chloroforme insoluble
pH (en solution aqueuse) 23-29

Conditions de conservation

a 1’abri de I’air et de la lumiére

Concentrations Minimales Inhibitrices (CMI) de I’OTC et de 1’¢épi-OTC pour plusieurs souches

bactériennes ; celles-ci ont été beaucoup plus élevées pour I’épimere (de 4 a 40 fois plus). A
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titre d’exemples, respectivement pour I’OTC et son €pimére, les CMI (exprimées en pg/mL)
ont été de 0.6 et 6 pour S. aureus 5, 0.07 et 3 pour S. pyogenes, 1.1 et 12 pour E. coli, 2.9 et
25 pour A. aerogenes, 3.1 et 12 pour S. typhosa, 2.5 et 12 pour K. pneumoniae. Les CMI ont
par contre été supérieures a 100 pug/mL pour les deux molécules en ce qui concerne les

souches de S. aureus résistantes aux TC (17).

Plusieurs méthodes ont été proposées pour le dosage de I’OTC dans les préparations
phamaceutiques ou les différentes matrices biologiques. La méthode officielle consiste a
quantifier la concentration en OTC présente dans un échantillon a partir de I’inhibition de
croissance bactérienne sur milieu gélos¢ qu’elle produit. Pour cela, cette méthode
microbiologique compare le diamétre d’inhibition de croissance d’une bactérie standard
(souvent Bacillus cereus, tableaux 4, 5, 6) obtenu avec I’échantillon a doser, avec une série de
diametres d’inhibition produits par des concentrations d’antibiotiques connues. Ceci permet
d’obtenir une courbe de calibration. La durée et la température d’incubation, la composition
du milieu ainsi que I’environnement gazeux ont été¢ préalablement standardisés. Cette
méthode présente plusieurs inconvénients : elle est laborieuse, elle manque de sensibilité et de
spécificité, enfin, les produits dégradés (qui possedent encore une faible activité antibiotique,
cf. supra) ne sont pas différenciés de la molécule mére et ils contribuent au résultat final.
D’autres méthodes de dosage comme I’HPLC (High Performance Liquid Chromatography) ont
ainsi été mises au point. La détection peut se faire dans le spectre UV, par fluorescence, par
spectrométrie de masse ou encore par €lectrochimie (ampérométrie) (69). La détection par UV
se fait le plus souvent a 365 nm (tableaux 4, 5, 6) bien que I’absorbance semble meilleure
pour une détection a 250 nm (98). Enfin, I'utilisation d’un standard interne (SI) donne des
résultats beaucoup plus précis en permettant de quantifier les variations dues a 1’extraction ou

au traitement de 1’échantillon (77).

L.3. MODE D’ACTION, SPECTRE ET RESISTANCES

L’efficacité¢ de ’OTC dépend comme tous les antibiotiques a la fois de son affinité pour sa
structure cible et de son aptitude a franchir les barrieres biologiques. Dans le cas des bactéries
a Gram négatif, le premier obstacle a surmonter est la paroi. Il semblerait que I’OTC, peu
liposoluble, pénetre facilement dans 1’espace périplasmique sous forme complexée avec un
cation Mg*" a travers des protéines transmembranaires appelées porines (26). Le passage a
travers la membrane cytoplasmique se ferait a la fois par diffusion passive et par un transport

actif dépendant du gradient de pH (27,68).
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Bien que I’OTC (et plus généralement les TC) soit utilisée de fagon importante depuis les
années 50, les mécanismes responsables de son action inhibitrice ne sont pas enti¢rement
connus. Cependant, il semble établi qu’une fois dans le cytoplasme, elle inhibe la synthése
protéique en se fixant sur sa structure cible, un site localisé sur la sous-unit¢ 30S des
ribosomes pour lequel elle présente une grande affinité (27). Elle perturbe ainsi I’interaction
codon-anticodon entre I’ARN; et ’ARN,, ce qui bloque la phase d’élongation, c’est-a-dire
I’attachement du complexe ARN,— Acide Aminé au site unique du ribosome (26). L’OTC agit

donc au stade de la traduction protéique.

La fixation de ’OTC sur sa cible est réversible ce qui pourrait expliquer en partie son
caractere uniquement bactériostatique (inhibition de la multiplication bactérienne). Cette
propriété est vérifiée par la valeur ¢élevée (supérieure a 10) du rapport Concentrations
Minimales Bactéricides (CMB) sur Concentrations Minimales Inhibitrices (CMI). Cependant,
lors d’associations synergiques avec 1’érythromycine ou pour des concentrations plus élevées
en antibiotique et/ou des souches plus sensibles, son action devient bactéricide (101,108,112).
La valeur des CMI, comprise entre 0.5 et 1 pg/mL pour la majorité des bactéries pathogenes
(18,35,43,81,93,110,121,126,127), est supérieure pour ’OTC par rapport aux autres dérivés
de sa famille. Ceci est di a la présence sur le noyau TC du groupe hydroxyle qui diminue la
liposolubilit¢ de la molécule et dans le méme sens son activité biologique (29). Son action
antimicrobienne est maximale pour un pH compris entre 5.5 et 6 (74) et elle est analogue a
celle des antibiotiques dits temps-dépendants car le taux de mortalité bactérienne est

Iégérement supérieur au taux de croissance (125).

L’OTC possede un large spectre d’activité anti-infectieuse comprenant des bactéries Gram
positif (staphylocoques, streptocoques, Corynebacterium), des bactéries Gram négatif
(Escherichia coli, Pasteurella, Klebsellia, Proteus, Salmonella, Brucella), des aérobies et des
anaérobies, des organismes intracellulaires (Mycoplasma, Chlamydia, Rickettsia) ou spiralés
(Leptospira, Borrelia), ainsi que des protozoaires (Anaplasma, Theileria) (34,101,105,108).

Elle n’est par contre pas active sur les levures, moisissures et autres champignons (18).

L’association entre 1’étendue du spectre d’action et I’existence de plusieurs voies

d’administration (v.o. ou voies parentérales) fait de I’OTC un antibactérien de choix dans de
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trés nombreuses affections (aussi bien trachéo-broncho-pulmonaires qu’uro-génitales ou

cutanées) rencontrées en médecine vétérinaire (124).

Cette molécule est en particulier indiquée dans la prévention de la chlamydiose ovine.
L’efficacité¢ de ’OTC est connue depuis 1977 mais son rythme d’administrations était trop
contraignant pour lui permettre d’étre utilisée en pratique dans le controle de la maladie.
L’arrivée sur le marché de la T.L.A™" a donc permis de reconsidérer son emploi. Dans
plusieurs élevages ou se présentaient des avortements a Chlamydia confirmés par le
laboratoire, des essais de traitement par des formulations « Short-Acting » (S.A.) et « Long-
Acting » (L.A.) d’OTC ont montré une importante réduction du nombre d’avortements ainsi
que I’obtention d’agneaux vigoureux. Sur six élevages étudiés (soit un total de 1765 brebis),
on constatait avant traitement plus de 60 % d’avortements alors qu’apres traitement (une
injection pour la formulation L.A. et deux injections a 24 heures d’intervalle pour la
formulation S.A., par voie i.m.), ce pourcentage €était en dessous de 1 % (67). Dans le cas
d’enzootie a Chlamydia dans des élevages de brebis, la prévalence des avortements peut etre
sensiblement réduite (passant de 1.9 % a 0.3 %, moyennes effectuées sur trois élevages) suite
a I’administration prophylactique par voie i.m. profonde de deux doses d’OTC L.A. a trois
semaines d’intervalle en administrant la premicre dose six a huit semaines avant la date
prévue d’agnelage (53). Une autre étude menée sur 38 brebis propose de faire la premicre
administration d’OTC L.A. trois semaines avant la date prévue d’agnelage et la seconde
administration trois semaines apres (4). Dans tous les cas, ces traitements ne remplacent pas la
vaccination. Ils ne permettent pas d’éradiquer I’infection ni méme de supprimer totalement les

avortements mais leur utilisation est justifiée en tant que traitements d’urgence a court terme.

Chez le mouton, I’OTC est également employée spécifiquement sous forme d’aérosol,
associée a un colorant marqueur (comme le violet de gentiane), dans le traitement du piétin a
Fusobacterium necrophorum (« foot rot »), du piétin bénin a Bacteroides nodosus (« scald »)
et des autres infections superficielles (40). Une étude rassemblant 186 moutons atteints de
piétin provenant de sept exploitations différentes a ét¢ menée. Les animaux ont été divisés en
trois groupes homogenes et ont tous subi un parage des pieds (60). Le premier groupe a été
traité avec un produit test (un aérosol d’une nouvelle formulation d’OTC), le deuxiéme a été
traité avec le produit de référence (un aérosol a base d’OTC déja commercialisé€) alors que le

troisiéme groupe n’a regu aucun traitement. Aprés deux semaines, une guérison de plus de 60
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% des animaux traités a été obtenue pour les deux formulations contre seulement 34 % pour

les animaux non traités.

L’OTC est utilisée pour le traitement des pneumopathies dues a des mycoplasmes ou des
pasteurelles. Comme chez les bovins, ces pneumopathies sont, chez le mouton, souvent li¢es
au stress ou fievre des transports (« shipping-fever »). Au cours d’une étude, 30 agneaux sains
agés de trois mois ont été¢ divisés en trois groupes de taille identique (52). Le premier groupe a
¢été traité avec une formulation d’OTC Longue Action (L.A.) 24 heures avant la contamination
par Pasteurella haemolytica, le deuxiéme a recu le méme traitement 24 heures apres
contamination et le troisiéme groupe a servi de contrdle (animaux non traités). Le traitement
prophylactique a seulement retardé de quatre jours l’apparition des signes cliniques de
pneumonie (la moitié¢ des agneaux sont alors morts entre le cinquieme et le sixiéme jour apres
contamination) contrairement au traitement apreés contamination qui a permis une guérison
rapide de la majorité des animaux. A 1’autopsie, les lésions pulmonaires étaient moins
importantes pour les animaux du deuxiéme groupe par rapport aux animaux non traités. Pour
prévenir le développement de la pasteurellose chez I’agneau déja infecté, I’OTC peut aussi
étre utilisée en traitement métaphylactique sous forme de deux injections de la formulation

L.A. a quatre jours d’intervalle (51).

La contamination des agneaux par Ehrlichia phagocytophila (responsable de I’ehrlichiose,
« tick-borne fever ») peut étre évitée pendant trois semaines grace a une seule injection par
voie i.m. de 2 mL d’OTC L.A. En thérapie, une injection d’OTC L.A. réduit la mortalité¢ des
agneaux infectés (de 7.5 % a 2 % environ) et favorise leur prise de poids (trois fois plus) par

rapport a des agneaux non traités (21).

Une étude documente le traitement de 1’orchite chez le bélier (n=4) et indique que des
concentrations thérapeutiques supérieures a 0.5 pg/mL sont maintenues dans le sperme
pendant plus de 10 h aprés administration par voie i.m. d’une dose de 10 mg/kg d’une

formulation S.A. (63).

Les kératoconjonctivites infectieuses (« pinkeye ») peuvent éEtre traitées par deux
administrations par voie i.m. a trois jours d’intervalle d’OTC L.A. (105) ou une seule injection

d’OTC L.A. par voie sous-conjonctivale (40).
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Enfin, on préconise pour le traitement de la cowdriose ovine (« heartwater »), pathologie
africaine causée par une rickettsie Cowdria ruminantium, des administrations répétées d’OTC

S.A. par voie i.v. a 12 heures d’intervalle pendant deux jours (105).

L’OTC est donc une molécule fréquemment utilisée en thérapeutique chez les ovins. Son
emploi se justifie souvent pour des infections spécifiques dues a des micro-organismes
couramment insensibles aux autres antibiotiques comme les germes intracellulaires

(Chlamydia, Rickettsia), dépourvus de paroi (Mycoplasma) ou spiralés (Leptospira) (101).

Les posologies recommandées chez les ruminants sont, pour la formulation S.A., des doses
quotidiennes allant de 5 mg/kg (pour les adultes) a 10 mg/kg (pour les jeunes) pendant trois a
quatre jours essentiellement par voies i.v. lente ou i.m. Les voies sous-cutanée (s.c.) et
intrapéritonéale (i.p.) sont également possibles en fonction des AMM dont disposent les
différentes formulations commercialisées. Pour la formulation L.A., on recommande
d’administrer une dose de 20 mg/kg par voie i.m. profonde. Cependant, dans le cas
d’infections nécessitant une antibiothérapie prolongée, 1’injection peut étre renouvelée trois a

cing jours apres la premiere (34).

Suite a la pression de sélection exercée par 'utilisation systématique de ces antibiotiques en
médecine humaine et vétérinaire, les résistances aux TC sont maintenant répandues et
concernent indistinctement les especes bactériennes appartenant a leur spectre d’activité. Dans
la grande majorité des cas, cette évolution est due a ’acquisition de déterminants génétiques
par une population bactérienne préalablement sensible. Ces facteurs de résistance se
transmettent au sein d’une méme population bactérienne ou d’espéce a espeéce via les

plasmides ou les transposons (26).

Les trois principaux mécanismes de résistance bactérienne décrits sont une diminution de la
concentration intracellulaire en OTC par une diminution de leur pénétration ou I’induction
d’un systéme permettant de les excréter, une inactivation de I’OTC par des réactions
d’oxydoréduction, ou une diminution de I’accés de I’antibiotique a sa cible par la présence de
protéines cytoplasmiques de protection des ribosomes (26,68). Un dernier mécanisme non
spécifique correspond a une diminution de 1’expression des porines qui conduit a une
imperméabilité de la bactérie vis-a-vis des TC et d’autres antibiotiques (37). Pour les TC, le

mécanisme de résistance le plus efficace repose sur un systeme d’efflux de I’antibiotique alors
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que le mécanisme le plus souvent rencontré semble étre le systéme de protection ribosomiale
(113). D’un point de vue terminologique, tous les systemes de résistance sont nommés Tet
(pour TC) suivi d’une lettre (allant de A a Z) ou d’un chiffre (a partir de 30), et sont codés par
des genes fet (76).

Les germes classiquement résistants aux TC sont Pseudomonas aeruginosa, Proteus vulgaris
et autres Enterobacteriaceae, des Mycobacterium ainsi que certains mycoplasmes comme
Mycoplasma bovis (105). Selon le guide du National Committee for Clinical Laboratory
Standards, les souches bactériennes sont dites « résistantes » si leur CMI est supérieure ou

¢gale a 16 ug/mL (37).

1.4. EFFETS INDESIRABLES ET TOXICITE

D’un point de vue pharmacologique, les TC sont considérées comme des médicaments
possédant un index thérapeutique €levé. Ainsi, malgré leur utilisation trés répandue, les

publications au sujet de leur toxicité et de leurs effets indésirables restent rares (75).

D’une maniere générale, les effets indésirables de I’OTC peuvent étre attribués a sa nature
irritante  (vomissements aprés administration par v.o. ou nécrose tissulaire au point
d’injection), aux altérations provoquées de la flore digestive (responsables d’entérites
mortelles chez les chevaux), a sa possibilité de liaison au calcium et a sa toxicité rénale et

hépatique (105).

Une coloration anormale des dents peut apparaitre lorsque I’OTC est administrée durant la
grossesse au moment ou les dents sont en développement ou lorsque I’administration a lieu
durant le premier mois suivant la mise-bas. Cette coloration est due a un dépdt de

I’antibiotique suite a une chélation avec le calcium (108).

L’administration de ’OTC par voie i.v. trop rapide (sous forme de bolus) peut tre a I’origine
d’un collapsus cardiaque aigu, résultant probablement a la fois de sa liaison avec le calcium et
de la trés forte concentration sanguine initiale en principe actif. Le propyléne glycol (56,57),
le N,N-diméthylacétamide (105) et la PolyVinylPyrrolidone (PVP) (56,108) peuvent
¢galement, en tant qu’excipients, €tre responsables d’effets cardio-vasculaires indésirables. Le
propyléne glycol provoque chez le veau une augmentation de la pression artérielle pulmonaire

et une diminution du débit cardiaque et du volume systolique. La pression aortique et la
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fréquence cardiaque sont diminuées alors que les résistances systémiques et pulmonaires sont
augmentées. La PVP ne semble pas modifier la pression pulmonaire, la résistance pulmonaire,
le débit cardiaque et le volume systolique . Par contre, on observe avec cet excipient une
augmentation significative de la pression aortique, de la fréquence cardiaque et de la
résistance systémique par constriction des artérioles (56). A la vue de tous ces effets, il est
vivement conseillé d’administrer les TC par voie 1.v. sur une période d’au moins cinq minutes
(59) ou diluées dans des solutions salines ou tout autre fluide ne contenant pas de cations

polyvalents (108).

Des cas de néphrotoxicité ont ét¢ décrits a la suite d’administrations de fortes doses d’OTC
chez le chien (116) et les ruminants (54,55,75,123). La toxicité rénale de ’OTC se manifeste a
I’autopsie par des lésions segmentaires de nécrose des cellules épithéliales tubulaires
caractérisées focalement par une pycnose nucléaire et une €osinophilie cytoplasmique. Cette
toxicité peut étre attribuée d’une part aux inhibitions induites des enzymes d’oxydoréduction
présentes dans les cellules tubulaires et d’autre part a 1’inhibition de la faculté du rein a
concentrer les urines. Cependant, des facteurs autres que les fortes doses d’antibiotique
peuvent contribuer a I’obtention de 1ésions rénales. Les excipients utilisés possedent des effets
cardio-vasculaires reconnus (cf. supra) et peuvent, au méme titre que le stress, étre a I’origine
d’une baisse du débit sanguin rénal. La déshydratation peut causer une diminution du débit de
filtration glomérulaire et une augmentation de la teneur en azote uréique (75). De plus, les
traitements sont parfois effectués sur des animaux débilités pour lesquels le rein a pu étre
préalablement sensibilisé a la toxicité induite par les TC par certains facteurs comme une
hypovolémie, une hypoxie, une diminution du débit sanguin rénal, une hémoglobinurie, une
myoglobinurie, une hyperbilirubinémie, une septicémie, une toxémie ou encore
I’administration concomitante de médicaments potentiellement néphrotoxiques (107). Chez le
chien, ’administration par voie i.v. lente et la dilution d’une dose de 25 mg/kg permet
d’éviter les signes cliniques d’un syndrome urémique (vomissement, diarrhée, déshydratation

et azotémie) (86).

L’accumulation de la molécule, non ¢éliminée par les reins ou suite a des administrations
répétées et/ou dépassant les doses thérapeutiques recommandées, peut étre a 1’origine
d’hépatotoxicité (dégénérescence graisseuse du foie associée a une stase biliaire) (108). De

tels cas sont classiquement décrits chez 1’espéce humaine pour des patients présentant un
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dysfonctionnement hépatique pré-existant ou en cours de grossesse. Chez les ruminants, deux

publications semblent révéler des cas d’hépatotoxicité iatrogene chez des veaux (54,120).

Un cas d’intoxication mortelle faisant suite au traitement de veaux par une solution contenant
des produits de dégradation des TC a été décrit. A 1’autopsie, les 1ésions observées ont €té
celles d’une néphropathie aigué. Les muscles squelettiques, le myocarde et le cerveau étaient
colorés de facon anormale et une dégénérescence hépatique était présente. Les produits de
dégradation incriminés ont été 1’¢pi-TC, la 4-épianhydro-TC et I’anhydro-TC (120). Aucune

intoxication n’a été publiée concernant les produits de dégradation de I’OTC.

Une hémoglobinurie suivant I’administration par voie i.v. d’'une formulation L.A. a base de 2-
P a ¢été notée chez trois bovins. L’étiologie est restée inconnue et les bovins ont tous retrouvé
leur état physiologique sans complications ultérieures dans les 48 heures suivant 1’arrét du

traitement (8).

Enfin, des cas de chocs anaphylactiques mortels (89) ou anaphylactoides (119) ont ¢galement

été publiés.

Tous ces effets ont été décrits chez les bovins et aucune publication a ce sujet concernant les

ovins n’a été trouvée.

Chez le mouton, le seul effet indésirable réellement documenté est 1’irritation tissulaire locale
induite par les administrations par voie i.m. Les irritations provoquées par les injections de
cing formulations d’OTC commercialisées (trois L.A. et deux S.A.) ont été comparées (95).
Pour les formulations L.A., I’augmentation de la dose en principe actif ainsi que la présence
d’excipients spécifiques (comme la 2-P ou la N-méthylpyrrolidone) sont responsables au site
d’injection d’une irritation intra et inter-musculaire beaucoup plus sévere. En comparaison
avec d’autres espéces (veaux et porcs), cette irritation reste cependant limitée. Ceci peut
s’expliquer soit par le volume moins important administré aux moutons, soit par une tolérance
supérieure des moutons aux diverses formulations d’OTC par rapport aux autres especes. Une
étude précise que la masse musculaire 1ésée en moyenne chez le mouton (calculée a partir des
activités plasmatiques de la créatine kinase) suite a une injection unique de T.L.A. " dans le

muscle long du dos a la dose recommandée de 20 mg/kg est de 12 + 5 g (48).
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II. LA2-PYRROLIDONE

II.1. GENERALITES

IL1.1. DESCRIPTION

Cette molécule a été mise au point et brevetée en 1980 comme excipient par les laboratoires
PFIZER qui I'utilisent dans la composition de la T.L.A. ™ (16,67). Elle existe cependant a
I’état naturel et en petite quantité¢ dans des produits alimentaires comme les tomates (30). La
structure chimique ainsi que les principales caractéristiques physico-chimiques de la 2-P sont

présentées dans la figure 2 et le tableau 3.

I11.1.2. UTILISATION

La 2-P est une molécule tres utilisée dans le monde industriel. Outre son rdle d’excipient en
industrie pharmaceutique, elle est utilisée comme : intermédiaire dans la syntheése de la PVP et
de la polypyrrolidone, solvant a haut point d’ébullition dans I’industrie pétroliére, solvant
industriel pour les polymeres, le chlordane, le DDT, le sorbitol, le glycérol, I’iode et les
sucres, spécialité¢ dans la fabrication des encres d’imprimerie, agent plastifiant et coalescent
pour le nettoyage des sols (23). Elle joue ¢galement le role d’intermédiaire dans la production
de colorants, d’émulsifiants, de stabilisants, d’agents protecteurs des cultures ou de produits

polyadditionnés (14).

I1.1.3. TOXICITE

Cette substance est classée comme trés toxique (T +) si elle est ingérée, et irritante en cas de
contact avec la peau ou les yeux. Par v.o., la DL 5o de la 2-P est de 6500 mg/kg chez le cobaye
domestique (6). Cependant, la toxicité aigué et chronique de cette substance n’est pas

entiérement connue notamment en ce qui concerne ses éventuelles propriétés carcinogénes.

Un rapport de la Food and Drug Administration précise la valeur de la Dose Journaliére
Acceptable de 2-P qui est pour un homme de 60 kg de 1.2 mg/jour (47). Cette valeur a été
calculée a partir d’une étude menée sur des rats pour lesquels aucun effet indésirable n’a été
observé suite a I’administration par v.o. pendant 3 mois d’une dose de 20 mg/kg/jour (facteur
de sécurité¢ de 1000). Dans ce méme rapport, le temps de demi-vie plasmatique de la 2-P

radiomarquée et administrée par voie i.m. a des bovins a la dose de 40 mg/kg est de 6.6 h.
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Figure 2 : Structure chimique de la 2-P

Tableau 3 : Principales propriétés physicochimiques de la 2-P (d’apres 23)

Formule brute

CH/NO

2-pyrrolidinone, 2-oxopyrrolidine, butyrolactame,

Synonymes ) o
a- pyrrolidone, 2-ketopyrrolidine
C:5645

c tion chimique (%) H:8.29

omposition chimique
P e N :16.46

0:18.8

Masse molaire relative (g/M) 85.10

Viscosité a 25°C (cps) 13.3

Densité relative (g/cm?) d»=1.116

Point de solidification 25°C
bp 760 — 245

Température d’ébullition ou _

« boiling point » (°C) bps2=113-114
bp 02— 76
Avec : eau, éthanol, éther, chloroforme, benzéne,

Miscibilité

¢thyl acétate, carbone disulfide
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I1.2. LA 2-PYRROLIDONE ET L’OTC LONGUE ACTION

Apres la mise sur le marché des formulations S.A., de nouvelles formulations d’OTC ont été
développées. Pour obtenir une augmentation des durées d’action, trois possibilités ont été
envisagées (16). La premiére consistait a incorporer un excipient huileux a la préparation.
Cette solution, retenue pour de nombreux médicaments dits « retard », propose une durée
d’efficacité prolongée mais au détriment de I’effet immédiat, indispensable pour le traitement
des affections aigués. La deuxiéme correspondait a une augmentation de la posologie de
I’OTC, soit en augmentant la dose, soit en augmentant la concentration du produit. Il est en
effet reconnu que le simple fait d’augmenter la dose administrée (10 mg/kg au lieu de 5
mg/kg) permettait de prolonger le profil sanguin efficace d’une douzaine d’heures (la durée
d’efficacité passant de 24 a 36 heures environ) (16). L’augmentation de la dose a pourtant ses
limites car elle provoque une augmentation de I’irritation et des 1ésions musculaires au point
d’injection ainsi que des problémes possibles de résidus tissulaires. La troisiéme solution
consistait a utiliser un excipient qui contrdle le degré de précipitation de I’OTC dans le tissu
musculaire et le relargage du principe actif dans le sang. Tel est le rdle joué par la 2-P qui
assure a la fois la précipitation prolongée d’une partie de la dose (dont la resolubilisation
progressive est responsable de 1’effet « Longue Action » (L.A.)) et la résorption immédiate de
I’autre partie, biodisponible rapidement (utile pour le traitement des affections aigués) (2).
Les difficultés rencontrées lors du choix de cet excipient et de la synthése de la formulation
L.A. venaient des caractéristiques de I’OTC concernant notamment son aptitude a former des
complexes et sa faible solubilité. Mais une fois obtenue, la formulation présentait la stabilité
physique et chimique, la sécurit¢ d’emploi, D’efficacit¢ ainsi que le profil cinétique
recherchés. Une étude plus récente a proposé de combiner de I’OTC S.A. (OTC-HCI) avec du
calcium (CaCl,) (2:1, M/M) afin de voir s’il était possible de modifier 1’absorption de I’OTC
suite a une chélation avec le calcium. La vitesse d’absorption de I’antibiotique a partir du site

d’injection a été ralentie mais sans pour autant générer un effet L.A. (111).

I1.3. LA 2-PYRROLIDONE ENDOGENE

De nombreuses ¢études, essentiellement dans le domaine de la neurologie, ont été publiées au
sujet de la 2-P. La putrescine (1,4-diaminobutane) est synthétisée a partir de 1’ornithine et son
métabolisme est a I’origine en particulier de la production d’Acide Gamma AminoButyrique

ou GABA, le plus important neurotransmetteur inhibiteur des mammiferes (79). Dés la fin des
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années 70, il a été démontré que la 2-P était synthétisée in vitro a partir de la putrescine dans
le foie, la rate et le poumon de rat mais pas dans le rein, le cerveau, le coeur ou les muscles
(80). La 2-P est également un des métabolites du GABA (réaction réversible) et elle possede
des effets antiépileptiques. Comme cela avait déja ét¢ montré chez le rat, on a détecté la
présence en grandes quantités in vivo de 2-P dans le liquide céphalorachidien d’hommes sains
(61). De plus, la prise de médicaments antiépileptiques comme la vigabatrine (61), la
gabapentine (100) ou le topiramate (99) augmente la concentration cérébrale en GABA et en
2-P, prévenant ainsi partiellement la survenue de crises d’épilepsie. Mais son rdle
physiologique notamment dans I’homéostasie du systéeme « GABA-ergique » n’est pas encore

totalement connu.
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III. DONNEES PHARMACOCINETIQUES SUR L’OXYTETRACYCLINE

II1.1. GENERALITES

L’OTC administrée sous sa forme base ou sous forme de sels se comporte
pharmacologiquement de la méme fagon. Cependant, la relative insolubilité¢ de la base limite
son emploi pour les préparations injectables par voie parentérale mais son golit moins amer

est appréciable pour les formulations administrables par v.o. (18).

I11.1.1. ABSORPTION

La biodisponibilit¢ de I’OTC dépend beaucoup de la voie d’administration (i.m., s.c., i.p. ou

v.0.).

Par voie i.m., la biodisponibilité et le C..x de I’OTC varient en fonction du site d’injection.
Chez le veau, la biodisponibilité est maximale pour une injection effectuée dans 1’épaule
(98 = 7 %) par rapport a une injection pratiquée dans la croupe (79 = 11 %) ou dans le cou
(87 £ 9 %) (97). Cependant, en pratique (chez les animaux de rente) et dans de nombreux
essais de produits, le site d’injection est I’encolure pour plusieurs raisons : techniquement,
I’encolure est en général facilement accessible ; économiquement, I’encolure ne contient pas
de muscle a haute valeur commerciale ; enfin, concernant la santé publique, les injections

faites a I’encolure sont facilement repérables a I’abattoir (93,97).

Par voie s.c., les profils des concentrations sanguines sont similaires a ceux observés avec une
administration par voie i.m. Cependant, avec cette voie, I’irritation au site d’injection est
moins importante. Chez le veau, la comparaison a été effectuée entre I’administration dans la
région du cou d’une dose de 10 mg/kg d’une formulation S.A. (a base de propylene glycol
comme excipient) par voies i.m. et s.c. Les AUC plasmatiques ont été de 52 pg.h/mL pour les
deux voies d’administration et le temps pendant lequel les concentrations sanguines ont été
supérieures a 0.5 pg/mL a été de 32 h pour la voie s.c. et 30 h pour la voie i.m. (36). Une
¢tude antérieure avait déja rapporté 1’absence de différence significative entre les parametres
PK obtenus avec une formulation S.A. d’OTC administrée soit par voie i.m. dans la croupe ou
le cou, soit par voie s.c. (97). La comparaison des deux voies d’administration a également été

réalisée avec des formulations L.A. administrées a la dose recommandée de 20 mg/kg. Des
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similarités entre les résultats ont été observées. Celles-ci ont été attribuées a la réponse
inflammatoire engendrée par [’injection, ’accumulation de transsudats autour du site
d’injection permettant une absorption similaire du produit quelque soit la voie

d’administration considérée (28).

Par v.o., la biodisponibilité de I’OTC est chez I’homme de 58 % (45). Chez des chiens et des
chats, elle est d’environ 30 % (40) mais aucune donnée ne concerne le mouton. La faible
biodisponibilité de I’OTC par v.o. peut s’expliquer par deux raisons (22). La premiére est que
I’OTC, peu lipophile, ne traverse pas facilement la barriére intestinale. La deuxiéme est que
cette molécule possede un groupe hydroxyle en Cs responsable de sa dégradation dans le
tractus intestinal. Cette réaction conduit a la formation de produits inactifs et non absorbables,
irritants méme pour la muqueuse intestinale. Ce pourcentage d’absorption peut diminuer en
cas de formation de chélates avec des aliments (surtout les produits laitiers), des antiacides
(comme I’hydroxyde d’aluminium) ou des préparations contenant des ions métalliques
(22,91). Une étude menée chez de jeunes veaux (au rumen non fonctionnel) a ainsi montré
que la biodisponibilité par v.o. de I’OTC était réduite d’environ 54 % (par rapport a une prise
a jeun) lorsque ’antibiotique était administré avec du lait et de 83 % lorsque celui-ci était

administré une heure aprés un repas lacté (82).

111.1.2. FIXATION AUX PROTEINES PLASMATIQUES

La plupart des antibiotiques sont fixés aux protéines plasmatiques in vivo. La valeur de cette
fixation est importante d’un point de vue thérapeutique car seules les molécules libres d’OTC
peuvent exercer leur activité antibiotique, les molécules fixées étant temporairement inactives
(22). Dans certains cas, la fixation protéique peut modifier la distribution de la molécule en
retardant son transfert du plasma vers les sites extravasculaires, dont ceux de métabolisation
et d’excrétion. La fixation dépend non seulement du médicament mais également de la dose
administrée et de I’espece considérée (77). Parmi les TC, ’OTC est la molécule la moins fixée
aux protéines plasmatiques (11). Cette liaison a été largement étudiée chez ’homme et les
résultats montrent qu’elle est plutdt faible (27 a 35 %) (45). Chez les animaux, le pourcentage
de fixation protéique est également de 27 % chez le chien (13,74), 21 a 25 % chez le mouton

(83,128,129), environ 50 % chez le cheval (62,102) et 67 % chez la chévre naine (9).

Chez les bovins, les résultats varient selon les auteurs. Une étude menée chez 14 vaches en

lactation a mis en évidence une fixation protéique de 72 £ 7.4 %, valeur déterminée par
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ultrafiltration (93). Cette valeur est trés supérieure aux résultats antérieurement publiés chez
les bovins obtenus par la méthode de dialyse a I’équilibre qui sont de 19 % (129) et d’environ
50 % (62). Une autre étude montre que, pour des concentrations testées comprises entre 2.5 et
5 pg/mL, la fixation est de 23 + 3.5 %, valeur déterminée par ultrafiltration (128). Cette
variation des résultats obtenus peut étre due soit a la diversité des méthodes utilisées (93), soit
aux différences de pH du milieu étudié (62) car seul le pH physiologique (de 7.4) permet

d’apprécier de facon correcte la liaison aux protéines.

I11.1.3. DISTRIBUTION

L’affinité des TC pour les tissus et les protéines plasmatiques est le déterminant majeur de sa
distribution in vivo (77). La distribution des TC dans I’organisme dépend donc essentiellement
du caractere lipophile de 1’antibiotique : plus une molécule est lipophile, plus sa fraction
tissulaire est importante. L’OTC, peu lipophile, ne peut pas effectuer certains passages
membranaires (pour accéder au liquide céphalo-rachidien, aux humeurs aqueuse et vitrée) et
tissulaires (comme le tissu adipeux ou la prostate). Cependant, elle est largement distribuée et
pénetre dans la majorité des tissus. Seuls le cerveau, la prostate et surtout le tissu adipeux sont
trés peu perméables aux TC en général (101). Le volume de distribution de I’OTC chez le

mouton est compris entre 0.8 et 2.7 L/kg (tableau 3).

La distribution tissulaire, appréciée par le rapport des concentrations tissulaires et sériques,
varie selon les organes. Chez des bovins, apres une administration d’OTC L.A. par voie i.m.,
les concentrations d’antibiotique sont proches de celles du plasma pour le muscle et le
poumon alors que pour les organes d’élimination (foie et rein), les concentrations sont plus
¢levées. Le rapport muscle/sérum est en effet de 0.86, le rapport poumon/sérum est de 0.93
alors que le rapport foie/sérum est de 2.4 (121). Le rapport rein/sérum varie selon les auteurs

de 6.5 (121) a 10 (93).

L’OTC est distribuée non seulement dans les liquides extracellulaires mais également a
I’intérieur des cellules ce qui explique son intérét dans le traitement de certaines infections a

germes intracellulaires comme la chlamydiose ou la brucellose (45).

L’examen microscopique de la fluorescence révele que I’OTC présente une affinité élective
pour le tissu osseux et les dents en croissance et une affinité sélective pour les tissus tumoraux

et nécrosés (101). 24 heures apres 1’administration par voie 1.v. d’une dose de 11 mg/kg d’une
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formulation S.A., les concentrations tissulaires en OTC sont supérieures dans les poumons de
cinq veaux atteints de pneumonie (environ 1.5 pg/mL) par rapport aux poumons de cing
veaux sains (1.1 pg/mL). On observe également chez les animaux malades une augmentation
du volume de distribution et du temps de demi-vie plasmatique (7). Chez dix moutons, apres
I’administration par voie i.v. d’une dose de 10 mg/kg d’une formulation S.A., I’antibiotique se
trouve en quantité plus €élevée au bout d’une heure dans le tissu pulmonaire consolidé (suite a
une infection bactérienne) que dans le tissu pulmonaire sain, la différence étant significative
(P <0.01) (15). Par contre, la distribution de ’OTC L.A. ne semble pas étre modifiée chez des
moutons infectés par Brucella melitensis et traités toutes les 48 heures pendant trois semaines
a la dose de 25 mg/kg. En effet, les moyennes du rapport Vss/F obtenues chez deux moutons

sains ou chez six moutons infectés sont a peu pres égales (variation inférieure a 10 %) (106).

111.1.4. METABOLISME ET ELIMINATION

Des marquages radioactifs ont été utilisés pour 1’étude des biotransformations in vivo des TC ;
on a montré que ces antibiotiques ne sont pas métabolisés de fagon significative, notamment
I’OTC chez ’homme (46) et la TC chez le rat et le chien (70). Cependant, les études a ce sujet
restent limitées et aucune ne concerne les ruminants. De plus, il est probable que la majorité
des produits de dégradation retrouvés dans la bile et dans les urines soient formés apres

¢limination de I’OTC par le foie et le rein (77).

Les TC sont excrétées dans les urines, la bile et les féces et sont sécrétées via la salive et le
lait. Chez des bovins, 62 a 88 % (85) et 73 a 96 % (94) de la dose d’OTC injectée sont
retrouvés inchangés dans les urines apres 72 heures. Cette quantité est la méme quelque soit la
formulation et la voie d’administration (entre 55 et 60 % au bout de quatre jours) (127). Chez
des vaches et des moutons, 78 a 88 % de la dose sont retrouvés inchangés essentiellement
dans les 48 heures suivant I’administration et la présence d’OTC dans les urines est détectable
pendant 84 h chez les ovins et 192 h chez les bovins (77). L’OTC, peu lipophile, est donc
excrétée majoritairement dans les urines. Le facteur majeur gouvernant le mode d’excrétion
des TC est en effet la lipophilie : plus une molécule est lipophile, plus son excrétion est
biliaire et moins elle est éliminée par voie rénale (22). Chez des chiens, la minocycline est
ainsi €éliminée entre 6 et 15 % d’une dose administrée par voie parentérale dans les urines et
entre 80 et 90 % dans les féces alors que I’OTC est ¢éliminée a 53 % dans les urines et 2 %

dans les feces (13). Plus précisément, cette ¢limination rénale est due majoritairement a une
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filtration glomérulaire, partiellement a une sécrétion tubulaire et de fagon trés minoritaire a
une réabsorption dans le tractus urinaire (au niveau du tubule distal) de vaches en lactation.
La clairance de I’OTC est largement corrélée au débit urinaire chez des bovins. Dans le cas
d’une insuffisance rénale, I’¢limination plus lente entraine 1’obtention de concentrations
plasmatiques d’OTC plus ¢élevées tandis que 1’utilisation de diurétiques favoriserait

I’élimination de I’antibiotique (94).

Une étude a étudié¢ les effets de la fasciolose sur la PK de I’OTC et de I’érythromycine
(antibiotique subissant d’importantes biotransformations in vivo (24)) chez des moutons et des
veaux. L’infection, provoquée expérimentalement par 1’administration de métacercaires de
Fasciola hepatica aux animaux, a été vérifiée par le suivi des concentrations plasmatiques de
GLutamate DésHydrogénase et de y—Glutamyl Transférase et par la quantification des douves
adultes présentes dans le foie a I’autopsie. La comparaison des parametres PK obtenus chez
des animaux infectés et chez des animaux sains a montré que la PK de I’OTC n’était pas
modifiée lors de fascioloses aigués ou chroniques chez les ovins. Par contre, une modification
des parameétres d’élimination (clairance et temps de demi-vie plasmatique) était observée chez
les veaux lors d’infections chroniques. Cette différence interspécifique a été expliquée par le
fait que la fasciolose provoque une fibrose et une cholangite chronique avec calcification des
canaux biliaires beaucoup plus sévéres chez les bovins. Chez les moutons, la PK de
I’érythromycine a ét¢ modifiée avec une augmentation du temps de demi-vie plasmatique et

du volume de distribution (25).

Enfin, comme toutes les TC, I’OTC a un poids moléculaire suffisamment important pour étre
retrouvée dans la bile (non métabolisée par le foie mais simplement excrétée sous sa forme
active) puis dans le tube digestif ou elle est réabsorbée partiellement via un cycle entéro-
hépatique (127). Chez des rats, 73 % d’une quantité de TC présente dans le tube digestif via la

bile est réabsorbée en quatre heures (1).

I11.2. PHARMACOCINETIQUE DE L’OTC INJECTEE PAR VOIE L.V.

De nombreux facteurs sont susceptibles de modifier les paramétres PK de I’OTC (84). Les
plus importants sont 1’espece animale (41,72), 1’age (96), le poids (44) et 1’état
physiopathologique des sujets (7,9,73,110), la posologie, le débit urinaire (94) et la

modélisation PK. Dans le cas d’administrations par voie i.m., on peut également citer le lieu
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d’injection (97), la nature de ’excipient (12), le volume injecté et le nombre de points
d’injection (109) et I’irritation engendrée. Il est donc nécessaire de considérer toutes ces

sources potentielles de variation avant d’analyser un résultat.
1I1.2.1. FORMULATIONS « SHORT-ACTING »

La courbe des concentrations plasmatiques d’OTC administrée par voie i.v est couramment
décrite mathématiquement chez les différentes especes animales par une équation bi-

exponentielle (3,20,41,43,44,77,78,88,102,103,122,128) du type :
Ci=Yie "+ Yye ™

Cependant, a 1’aide du critere d’Akaike, certains auteurs ont ajusté leurs données cinétiques

par des modeles mono (25) ou tri-compartimental (85,93,94,109,127).

La figure 3 présente une représentation graphique semi-logarithmique classiquement

rencontrée des concentrations plasmatiques d’OTC S.A. en fonction du temps.

Les tableaux 4 et 5 résument les principaux parametres PK existants pour des formulations
S.A. administrées par voie 1.v. a des ovins (tableau 4), ou a des caprins et des bovins (tableau

5).
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Figure 3 : Représentation graphique semi-logarithmique des concentrations plasmatiques
moyennes d’OTC en fonction du temps obtenues chez 5 moutons adultes apres
administration par voie i.v d’une dose de 10 mg/kg d’une formulation S.A. d’OTC

(TERRAMYCINE 100 Sol. inj. ™) (d’apres 44)
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Tableau 4 : Principaux parameétres PK (Moyenne + SD) de différentes formulations S.A.

d’OTC administrées par voie i.v. chez des ovins

ANIMAUX METHODE
(nombre, DOSE DE
catégorie, FORD;[)I,J(I)?gIONS LV. C! tyhs Varea DOSAGE REF.
Age ou mg/kg ML/min/kg h L/kg  (sensibilité
poids) en ig/mL)

6

BREBIS OT‘CS'O/HCI 1 1.4 3.6 0.88 HPIE,C 77
de 35-45 kg a5% (N.P.)

1 TERRAMYCINE HPLC (0.1)
MOUTONS 100 Sol. inj.™ 20  2.7+0.13 3.3 0.8£0.02 Détectiona 88

de 31-40 kg (PFIZER) 365 nm
MOUTONS TERRAMYCINE
Adultes 100 Sol. inj. ™ 10 2.6 6.1 1.4 N.P. 103
(effectif N.P.) (PFIZER)
5 HPLC
TERRAMYCINE
MOUTON
NS 100 Sol. inj. 10 2.6 6.2 1.4 (005 4y
environ PFIZER) Détection a
43 kg ( 365 nm

6 W MICROBIO
MOUTONS Tlf;}l;ggYCI.NE 10 1403 57£063  N.P. Bacillus 25

de 2-5 ans ( agricare) cereus (N.P.)

10 " MICROBIO
MOUTONS TIFFRIE‘EEAYCI.NE 10 22+0. 46+056  N.P. Bacillus 25
de 16 mois ( agricare) cereus (N.P.)

7
MOUTONS OTC - HCI 20 22+0.25 5.2 N.P. HPI};C 87
de 32-41 kg (N.P.)

6 OTC 100 PVP MICROBIO
MOUTONS  (PFIZER Lab. 7.5 1.2%0.15 NP 20010 P 3
de 40-43 kg Limited, Pakistan) (N.P.)

5

OTC-HCI MICROBIO
ORI (FARVET, 5 47042 63  27+039 Bacillus 41
de 16-20 kg Pays-Bas) cereus (0.1)

6

AGNEAUX N.P. 10 4.3 5.7 2.2 Hl\lf II;C 78
de 14 kg (N.P.)

6 OTC 100 PVP MIJSR.(EBIO
AGNEAUX  (PFIZER Lab. 7.5 2£0.2 89108 14£005 VL0 3
de 17-27kg Limited, Pakistan) (N.P.)

N.P. : Non Précisé¢
REF. : Référence bibliographique
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Tableau 5 : Principaux parameétres PK (Moyenne + SD) de différentes formulations S.A.

d’OTC administrées par voie i.v. chez des caprins et des bovins

(a) - Valeurs non précisées dans la publication, calculées par I’équation : Cl = Dose / AUC
avec AUC: (Y]/i]) + (Yg/lg)

ANIMAUX DOSE METHODE
(nombre, ~ FORMULATIONS * 'y Cl tyuh Vara  DEDOSAGE ..o
espéce, dge ou D’OTC m. /l; mL/min/kg h L/kg (sensibilité en :
poids) &8 pg/mL)
10 CHEVRES TERRAMYCINE HPLC (0.05)
d’environ 100 Sol. inj. P 10 2.6 6.5 1.4 Détection 2 365 44
40 kg (PFIZER) nm
TERRAMYCINE HPLC (0.05)
Nessas kg 100SoLini. ™ 10 27 65+024 14£0.04 Detectiona 365 43
(PFIZER) nm
5 CHEVRES .
ENGEMYCINE
NAINES (GIST- 10 22£017 61058 N.P. Mlg\}}g?lo 9
38 k. BROCADES) o
g
5 « NUBIAN OTC - HCI MICROBIO
GOATS » (FARVET, 5 7.3+0.80 3.9 2.5+ 0.29 Bacillus cereus 41
de 10-12 kg Pays-Bas) (0.1)
8 VACHES Oxytétracyclinel0 % MICROBIO
LAITIERES  VETOQUINOL P 5 1.3+£0.17 6.7+0.96 0.8=+0.18 Bacillus cereus 122
de 510-675kg  (VETOQUINOL) (0.06)
ND
" ;‘gcﬂfig TER%‘;*F?Z‘](E%NE 10 1.4+021 61+1.07 08+0.04 HPLC (0.1) 127
5 VACHES OTC Chlorhydrate HPLC (0.1)
LAITIERES as% 5 1.5+0.07 85+0.48 1.1+0.05 Détectiona3s55 109
de 500-600 kg (RIGAUX S.A)) nm
5 VACHES
LAITIERES ENGEMYCINE™ 5 1.2+0.09 9.5+1.40 0.9+0.13 MICRSBIO 94
de 415-733 kg (N.P.)
10 VACHES  OTC Dihydrate
LAITERES  410%-PEG  vas 15021 954271 1022 Mlg\?g?lo 94
de 415-733 kg (CIBA-GEIGY) ) e
OTC Dihydrate
}f)AI\;ﬁEC}gEESS a10% - PEG 5 1.3£0.17 10+2.1 1+£0.2 MIS\IE;)?IO 85
(CIBA-GEIGY)
10 VACHES
LAITIERES (()STI%MHAC)I 22 0.9 (a) 6.5 0.5+ 0.08 Pé?f,c) 20
de 361-568 kg -+
6 VEAUX TERRAM.Y'CINE MICROBIO
de 6 semaines 100 Sol. inj. ND 10 2.7+0.33 7.1+1.36 1.6+£0.16 Bacilluscereus 110
(PFIZER) (0.125)
8 VEAUX TERRAMYCINE MICROBIO
de 142425 100 Sol. inj. P 10 1.9 (a) 5.9 0.9 +0.18 Bacillus cereus 121
jours (PFIZER) (0.1)
ENGEMYCINE "P
SVEAUX CivcorarmBy, VE 2@ 11x21 18x027 MICROBIO o
e 14 semaines Pays-Bas) 2.3 (0.07)

N.P. : Non Précisé
REF. : Référence bibliographique
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111.2.2. FORMULATIONS « LONG-ACTING »

Les données concernant ’OTC L.A. administrée par voie i.v. n’existent pas chez le mouton

mais sont disponibles chez d’autres espéces.

La courbe des concentrations plasmatiques d’OTC L.A. administrée par voie i.v est
couramment décrite mathématiquement chez les bovins par une équation bi-exponentielle

(43,110,121).

La figure 4 propose une représentation graphique semi-logarithmique -classiquement

rencontrée des concentrations plasmatiques d’OTC L.A. en fonction du temps.

Les principaux parametres PK existants pour des formulations L.A. administrées par voie i.v.

sont présentés dans le tableau 6.
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Figure 4 : Représentation graphique semi-logarithmique des concentrations sériques
moyennes d’OTC en fonction du temps obtenues chez 15 bovins de 200 kg environ aprés

administration par voie i.v d’une dose de 20 mg/kg de T.L.A."" (d’apres 35)
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Tableau 6 : Principaux parametres PK (Moyenne + SD) de différentes formulations L.A.

d’OTC administrées par voie i.v. chez plusieurs especes

(a) :  Valeur non précisée dans la publication, calculée par I’équation : Cl = Dose / AUC

avec AUC:(Y1/11) +(Y2/lg)

(b) - Valeurs calculées par une approche non-compartimentale a partir des concentrations
plasmatiques d’OTC en fonction du temps données dans la publication

ANIMAUX DOSE METHODE
(nombre, FORMULATIONS Cl t ok Varea  DEDOSAGE oo

espéce, Age D’OTC mé /l;g mL/min/kg h L/kg (sensibilité en :
ou poids) Hg/mL)

5 TLA ND HPLC (0.05)
CHEVRES (P'FI'ZE'R) 10 2.3+0.17 6+£04 1.2+0.06 Détectiona 43
de 38-43 kg 365 nm

6 TLA N MICROBIO

BOVINS (PFIZER) 20 1.2+0.04 7.4+0.49 N.P. Bacillus cereus 73
de 6/7 mois (0.125)
15 MICROBIO
ND
c}i)”?n\\lllli\(l)i E’II:I?ER) 20 1.5 (b) 5.3 (b) N.P. Bacillus cereus 35
200 kg (0.24)
6 MICROBIO
ND
BS)GVZHI\;S_ g’lI:IlZAER) 20 1.1 (a) 9 0.9 + 0.15 Bacillus cereus 121
275 kg (0.1)
6 BIOMYCINE
CHEVAUX 200 NP MICROBIO
6.6 2+04 6.1 N.P. Bacillus cereus 38
de 410- (BOEHRINGER,
470 kg Canada) ©.1)
VE,EUX OXYTETRA MICROBIO
de 6 200 NP 10 4.7+0.67 7.2+1.17 2.8+0.24 Bacilluscereus 110
. (STRICKER) (0.125)
semaines

N.P. : Non Précisé
REF. : Référence bibliographique
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I11.3. PHARMACOCINETIQUE DE L’OTC INJECTEE PAR VOIE I.M.

I11.3.1. FORMULATIONS S.A. VS FORMULATIONS L.A.
L’EFFET LONGUE ACTION

Les différents systémes de solvants utilisés par les laboratoires dans leur formulation L.A.
induisent une irritation locale au site d’injection qui, associée a une dose administrée
supérieure, est responsable du comportement PK « L.A. » de I’OTC (95). Pour des doses de
7.2 et 18.1 mg/kg de T.L.A. *° administrées par voie i.m. a 18 veaux pesant entre 100 et 150
kg, ’irritation tissulaire engendrée n’est pas suffisamment importante pour générer, de facon
indiscutable, un effet L.A. Par contre, pour des dose de 27.9 mg/kg, il est possible de mettre en

évidence un effet L.A. (92).

111.3.1.1. ADMINISTRATION D’UNE MEME DOSE DE TERRAMYCINE
100 SOL. INJ. " ET DE T.L.A P

Le dossier technique de la T.L.A™ mis a la disposition des utilisateurs propose la
comparaison des concentrations sériques (figure 5) et des parameétres PK obtenus chez des
bovins de 200 kg apres une injection par voie i.m. d’une dose de 20 mg/kg de T.L.A." ou de
TERRAMYCINE 100 Sol. inj. "’ (soit 2 fois la dose normalement utilisée) (12). Par
comparaison avec la formulation S.A., les concentrations sé€riques sont supérieures a la limite
de quantification pendant une durée deux fois plus longue (120 heures) avec la formulation
L.A., la biodisponibilité est supérieure de 10 % (78.5 %) et le pic sérique est moins ¢élevé (3.35
vs 6.5 ug/mL). Dans une autre étude menée chez les bovins, des résultats trés semblables ont
¢été trouvés. Le pic sérique observé avec la formulation L.A. (3.3 pg/mL) a été environ deux
fois moins important que celui obtenu avec la formulation S.A. (6.5 pg/mL). Avec la
formulation L.A., on a obtenu une prolongation significative des concentrations sériques
d’OTC (concentrations supérieures a 0.5 pg/mL pendant un peu plus de 35 heures
supplémentaires) (35). Des résultats similaires ont également été publiés chez des chevres (pic
sérique de 3.4 pg/mL, biodisponibilit¢ de 79.4 %, concentrations supérieures a 0.5 pg/mL
pendant 72 heures) (43). Ces études soulignent ’importance de la présence d’excipients
spéciaux (comme la 2-P) dans les formulations L.A. pour I’obtention de I’effet L.A. par voie

1.m. Le tableau 7 résume les principaux parametres PK obtenus lors de ces trois études.

55



TERRAMYCINE 100
Sol. Inj. NP

(double dose)

CONCENTRATIONS SERIQUES (ng/ mL)

O | | | | |

12 24 36 48 60 72 84 96 108 120

TEMPS (h)

Figure 5 : Représentation graphique des concentrations sériques moyennes d’OTC en fonction
du temps obtenues chez des bovins de 200 kg (effectif non précis€) apres injection par voie

i.m. d’une dose de 20 mg/kg de T.L.A."° ou de TERRAMYCINE 100 Sol. inj. ™" (source : 12)
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Tableau 7 : Comparaison des paramétres PK de I’OTC obtenus aprés administration par voie
i.m. d’une dose de 20 mg/kg de T.L.A."° ou de TERRAMYCINE 100 Sol. inj. ™" chez

des bovins et des caprins

La référence 12 correspond a une étude menée chez des bovins de 200 kg (effectif non
précisé), la réféerence 35 a une étude menée chez 15 bovins mdles et la référence 43 a une
étude menée chez 5 chevres

TERRAMYCINE
100 Solution T.L.AN REF.
injectable "
68.5 78.5 12
Biodisponibilité (%) 76.8 78.5 35
65.5 79.4 43
11 37 12
Temps de demi-vie plasmatique (h) 11.1 36.9 35
8.2 28 43
5.82 3.35 12
Pic sérique (ng/mL) 6.5 33 35
4.6 34 43
Temps (h) pendant lequel les
concentrations sériques sont
supérieures a la limite de 60 120 12
quantification
(LOQ non précisée)
Temps (h) pendant lequel les
concentrations sériques sont > igs 87%8 431;
supérieures a 0.5 pg/mL
AUC plasmatique (pg.h/mL) 86.1 104.4 43
Répartition de I’AUC plasmatique :
- 0-36 heures (%) 87 57 12
87 55.7 35
- apres 36 heures (%) 13 43 12
13 443 35

REF. : Référence bibliographique
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De tels résultats n’ont pas toujours été observés. Chez quatre bovins, les profils des
concentrations plasmatiques ont été assez similaires pour les deux formulations. Les valeurs
des AUC plasmatiques ont été trés proches et les pics plasmatiques, d’une valeur d’environ 7
pug/mL, ont été obtenus 6 a 8 heures aprés administration. Les concentrations ont été
maintenues au-dessus de 0.5 pg/mL pendant approximativement 60 heures, indiquant ainsi
I’absence d'un effet retard observé avec la formulation L.A. par rapport a la formulation S.A.
(127). Cette remise en cause de I’existence d’un effet L.A. avait déja été suggérée. L’injection
unique de T.L.A. ™ a des veaux de différents ages par voie i.m. (dose de 20 mg/kg) avait
permis d’obtenir des concentrations sériques supérieures a 0.5 pg/mL pendant seulement deux

jours (81).

Chez des chevres, la comparaison des deux formulations de TERRAMYCINE ™" a montré un
effet prolongé des concentrations sanguines avec la formulation L.A. Les auteurs ont alors
proposé, selon la formulation d’OTC utilisée par voie i.m., deux schémas posologiques
permettant de maintenir des concentrations plasmatiques efficaces : avec la formulation S.A.,
une dose initiale de 10 mg/kg suivie d’une dose d'entretien de 8.5 mg/kg toutes les 24 heures ;
avec la formulation L.A., une dose initiale de 20 mg/kg puis des doses de 14 mg/kg toutes les

48 heures (43).

Chez le porc, cette comparaison n’a montré I’existence que d’un léger effet retard attribuable
a l'irritation supérieure induite par l'utilisation de la formulation L.A. d’OTC. Des
concentrations plasmatiques supérieures a 0.5 pg/mL ont été maintenues pendant seulement

35 h avec la formulation L.A. contre 28 h avec la formulation S.A. (126).

111.3.1.2. ADMINISTRATION UNIQUE DE LA FORMULATION L.A. VS
ADMINISTRATIONS REPETEES DE LA FORMULATION S.A.

La comparaison des profils cinétiques obtenus avec d’une part I’administration unique de la
formulation L.A. a la dose de 19.8 mg/kg et d’autre part les administrations quotidiennes
pendant 3 jours consécutifs d’une formulation S.A. d’OTC a 5 % a la dose de 6.6 mg/kg
montre que les concentrations plasmatiques sont supérieures pendant plus de 48 heures avec
la formulation L.A. (31). Chez de jeunes bovins, les concentrations dans le compartiment
périphérique sont plus élevées lors d'une administration d’une dose de 20 mg/kg par voie i.m.

de T.L.A. ™" en comparaison avec l'administration d¢ TERRAMYCINE 100 Sol. inj. " selon 2
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traitements différents (10 mg/kg par voie i.v. initialement puis 24 heures aprés 10 mg/kg par
voie 1.m. ou 10 mg/kg par voie i.m. initialement puis les 2 jours suivant 5 mg/kg par voie i.m.)
(121). Chez des bovins, une étude confirme 1'obtention de concentrations plasmatiques plus
¢levées avec l'injection unique de T.L.A. "° (20 mg/kg) vs deux injections a 24 heures
d’intervalle de TERRAMYCINE 100 Sol. inj. ™ (10 mg/kg) par voie i.m. Avec la formulation
L.A., le pic des concentrations sanguines a ¢été de 4.5 pg/mL, 6 heures aprés injection alors
qu’avec la formulation S.A., ce pic a été de 2.7 pg/mL, 4 heures apres la premicre injection et
de 3.2 pg/mL, 4 heures apres la seconde. Les concentrations obtenues avec la formulation
S.A. n’ont été supérieures a celles observées avec la formulation L.A. que pendant une courte
période (environ entre 2 et 6 heures apres la deuxieéme administration), et la différence n’a été

que de 0.7 pg/mL (117).

Les profils cinétiques obtenus avec I’utilisation d’une formulation L.A. sont plus constants au
cours du temps par rapport aux profils en dents de scie obtenus avec des administrations
répétées de la formulation S.A. (35). Ces derniers profils résultent de phases d’absorption et
d’¢limination rapides pouvant donner des concentrations sanguines et tissulaires en principe

actif en dessous des CMI.

L’¢équivalence au niveau de I’efficacité clinique entre I’injection unique d’une formulation
L.A. et deux injections d’une formulation S.A. a été mise en évidence a plusieurs reprises,
notamment chez 14 veaux d’environ 200 kg atteints d’anaplasmose. Cette maladie est une
infection parasitaire a Anaplasma marginale responsable d’avortements, de perte importante
de poids, d’une baisse de la production de lait et peut parfois conduire a la mort de 1’animal
infecté. Les animaux malades ont été divisés en deux groupes : les 7 veaux du premier groupe
ont recu une injection d’une formulation L.A. a la dose recommandée de 20 mg/kg et les 7
autres ont été traités par deux injections a 24 heures d’intervalle d’une formulation S.A.
d’OTC a 10 % a la dose de 10 mg/kg. Les animaux ont tous €té guéris a I’exception d’un veau
du deuxiéme groupe qui est mort, indiquant une 1égere supériorité du traitement a base de la

formulation L.A. (83).

Chez 14 veaux atteints de pneumonie a Pasteurella multocida et 4gés d’un a deux mois,
I’équivalence thérapeutique par voie i.m. a également ét€¢ prouvée entre un premier traitement
constitué de I’injection unique de T.L.A " a la dose de 19.8 mg/kg et un second traitement

composé de deux injections d’une formulation S.A. d’OTC a 5 % a la dose de 11 mg/kg. Les

59



deux traitements ont permis une guérison rapide des veaux tandis que dans le méme temps, 2

des 4 veaux non traités sont morts (19).

111.3.2. DONNEES CHEZ LE MOUTON

La courbe des concentrations plasmatiques d’OTC L.A. administrée par voie i.m. chez le
mouton est généralement décrite mathématiquement par une équation bi-exponentielle

(42,104) reflétant un modele bi-compartimental.

Une étude a déterminé les principaux parametres PK de la T.L.A "° administrée par voie i.m.
chez le mouton a la dose de 20 mg/kg. La biodisponibilité musculaire est de 90 %, le temps de
demi-vie plasmatique est de 29.6 h, le pic des concentrations plasmatiques (atteint 2 heures
apres 1’administration) est de 3.6 pg/mL et les concentrations plasmatiques sont maintenues
au-dessus de 0.75 pg/mL pendant 48 heures (104). Pour comparaison, avec une formulation
utilisant la PVP comme principal excipient administrée a la dose de 10 mg/kg, les
concentrations plasmatiques sont d’environ 0.63 pg/mL au bout de 32 heures (64). D’autres
¢tudes de PK ont ét¢ menées afin de vérifier les parametres publiés de la T.L.A "°. Les
différents temps de demi-vie plasmatique ont été de 19.6 h (10), 20.9 h (d’aprés un modele
mono-compartimental (32)), 28 + 9.1 h (42) ; les volumes de distribution ont été de 3 + 0.8
(32) et 7+ 1.7 L/kg (42) ; les clairances plasmatiques totales ont été de 1.7 £ 0.30 (32) et
3.1 £ 0.52 mL/min/kg (42) ; enfin, les concentrations plasmatiques ont ét¢ maintenues au-

dessus de 0.5 pg/mL pendant 56 heures (65).

D’autres formulations L.A. utilisées a la dose de 20 mg/kg ont ét¢ administrées par voie i.m.
chez le mouton. Des temps de demi-vie plasmatique d’environ 38 et 41 h ont été trouvés pour

deux formulations différentes (90).

La bioéquivalence entre la T.L.A. ™" et une autre formulation L.A. a tester (TENALINE " L.A.
Bovins — Porcins, SANOFI, France) a la dose de 20 mg/kg et par voie i.m. a ét¢ démontrée
pour I’ensemble des paramétres PK requis dans les lignes directrices (58). Les Cpax Obtenus
ont ét¢ de 7.2 + 1.75 et 5.8 £ 0.84 pg/mL, les T ont été de 1.9 + 0.77 et 2.2 + 1.39 h et les
AUC ont été de 162.5 £ 13.22 et 151.1 + 10.44 pg.h/mL, respectivement pour la T.L.A. " et la

nouvelle formulation (seuil de signification statistique de 5 %).
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DEUXIEME PARTIE : DONNEES
EXPERIMENTALES
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I. PROBLEMATIQUE ET OBJECTIFS

Au cours d’un essai préliminaire, le calcul de la biodisponibilit¢é musculaire de la T.L.A. " a
nécessité 1’injection de ce produit par voie i.v. a cinq brebis (a la dose de 20 mg/kg). La
clairance totale moyenne calculée (par une approche non-compartimentale) a été de 0.5 £ 0.26
mL/min/kg. Les valeurs des clairances de I’OTC rapportées dans la littérature sont comprises
chez le mouton entre 1.2 et 4.7 mL/min/kg (formulations S.A., tableau 4). Une autre brebis a
recu les deux formulations d’OTC a la dose de 20 mg/kg par voie i.v. pour confirmer ce
résultat. La clairance totale moyenne a été de 0.65 mL/min/kg pour la T.L.A. ™ contre 1.6
mL/min/kg pour la formulation S.A. Il est possible que cette différence de clairance observée
entre les formulations S.A. et L.A. soit due a la nature des excipients associés a I’OTC. Les
excipients présents dans les deux formulations différent majoritairement par la présence de

2-P dans la T.L.A.NP

L’objectif de ce travail de these était donc d’étudier les effets de la 2-P sur les parametres PK

de I’OTC injectée par voie i.v. chez le mouton.

Cette étude est considérée comme I’étude 5. En effet, quatre ¢tudes préliminaires ont été

nécessaires :

1. Evaluation de la tolérance de la 2-P administrée par voie i.v.

La plupart des excipients contenus dans les formulations d’OTC comme la PVP (108), le N,N-
dimethylacetamide (105) ou le propyléne glycol (57) sont connus pour avoir des effets cardio-
vasculaires potentiellement graves (56). Une étude décrit un cas d’hémoglobinurie chez trois
vaches dont 1’origine serait I’administration d’une formulation L.A. a base de 2-P (8) (cf.
supra). Pour autant, aucune donnée toxicologique concernant la 2-P administrée par voie i.v.
chez le mouton n’etait disponible. L’objectif de cette premiere étude a donc été de vérifier que
la 2-P était bien tolérée par voie i.v. chez les ovins, et qu’elle ne conduisait pas a des effets
secondaires pouvant modifier les données PK ou conduire a la mort de I’animal (rendant alors

inutilisable un plan d’essai crois€ ou « crossover »).

2. Détermination de la dose d’OTC restant dans 1’espace mort du cathéter apres

administration.

Le calcul des parametres PK exige de connaitre la dose réellement injectée a I’animal. Dans le

cas d’études avec administration du principe actif par voie i.v. a I’aide d’un cathéter, le
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produit est susceptible d’étre piégé dans deux éléments physiques. Le premier correspond a la
seringue contenant le traitement. A la fin de ’administration, celle-ci contient une quantité
parfois non négligeable de produit qui n’a pas été injecté. Cette quantité est cependant
quantifiable de fagon exacte grace a la méthode de double pesée des seringues (avant et apres
administration). Le deuxiéme élément est le cathéter lui-méme. L’objectif de cette deuxiéme
¢tude a donc ¢ét¢ de quantifier la dose restant dans I’espace mort des cathéters une fois

I’administration effectuée.

3. Evaluation de la durée de la période de « washout » nécessaire entre deux périodes

consécutives.

Pour pouvoir interpréter des résultats obtenus par un plan d’étude de type crossover, il est
important de respecter entre les différentes séries de cinétiques, des périodes de « lavage » ou
« washout ». Ces « temps d’attente » permettent a 1’animal d’éliminer enti¢rement le produit
qu’il a recu lors de la période précédente. Ils évitent ainsi les effets de « carry-over » dus a un
effet de la séquence qui fausseraient les résultats PK. La durée des périodes de « washout »
varie selon les auteurs en fonction de la formulation d’OTC (S.A. ou L.A.) et de la voie
d’administration (i.m. ou i.v.) utilisées. Elle peut-étre d’environ 1 semaine (28,38,58,64), d’au
moins 2 semaines (36,87,121,122,128) ou de plus de 3 semaines (9,85,88). L objectif de cette
troisieme étude a donc été de déterminer la durée de la période de « washout » retenue pour

I’étude 5.

4. Vérification de la stabilit¢ de I’OTC dans le sang total en fonction de la température de

conservation et du délai de centrifugation aprés prélévement.

La CTC est instable aux pH neutre et alcalin. En effet, la présence de 1’atome de chlore (au
niveau du C;) provoque une interaction entre le C;; et 'oxygene de la fonction hydroxyle du
Cs avec formation dun pont lactone. La molécule obtenue est 1’iso-CTC,
microbiologiquement inactive (115). Dans des conditions acides, une telle interaction
chimique peut avoir lieu au sein de I’OTC (entre le Cy, et le groupe hydroxyle du Cs) avec
formation de 1’apo-OTC. Par ailleurs, on a montré que I’OTC était instable dans le plasma
conservé pendant des temps importants a 5°C (dégradation de 10 % de la molécule au bout de
28 jours, dont 5 % apres 4 jours). Cette instabilité est encore plus marquée dans les urines
(dégradation de 34 % de la molécule au bout de 28 jours dont 30 % aprés 10 jours) (77). Les
auteurs ne précisent jamais le temps qu’ils ont mis pour centrifuger leurs prélévements, ni les

conditions de conservation pendant ce délai. Par conséquent, il semblait important de vérifier
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premierement, si cette dégradation intervenait également dans le sang total et, deuxiémement,
si la conservation dans de la glace pilée pouvait la prévenir. Cette vérification n’était
nécessaire que durant les premieres 24 heures aprés prélévement, un délai plus important
avant centrifugation étant déraisonnable. Notre hypothese était que I’OTC subissait dans le
sang total une dégradation progressive par rupture des cycles carbonés. Ce phénomene, selon
son intensité¢, aurait pu conduire a une sous-estimation des concentrations d’OTC
effectivement dosées dans le plasma obtenu aprés centrifugation du sang total. L objectif de
cette quatrieme étude a donc été de documenter chez le mouton ’effet, sur la stabilité¢ de
I’OTC dihydrate, du délai de centrifugation et de la température de conservation du sang total

apres prélévement sur héparinate de lithium.
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IL. MATERIELS ET METHODES
II.1. ETUDE 1 : TOLERANCE AIGUE DE LA 2-PYRROLIDONE

Une brebis de 35 kg a recu 5 mL de 2-P en bolus par voie i.v., soit 2 fois la dose maximale
prévue dans notre étude (traitement 4, cf. infra). Cette brebis a été observée cliniquement de
facon réguliere (environ toutes les 3 heures) le jour de 1’administration et trois fois par jour les

deux jours suivants.

I1.2. ETUDE 2 : DOSE RESIDUELLE INTRA-CATHETER

On a fait transiter successivement a travers un cathéter 8 mL d’OTC, 2.9 mL de 2-P et 1.9 mL
de chlorure de sodium isotonique a 0.9 % (NaCl) (volumes correspondant a une brebis pesant
40 kg recevant le traitement 4 (cf. infra) pour lequel la quantit¢ de NaCl servant au ringage est
minimale). Enfin, 1.5 mL de NaCl ont servi a rincer le cathéter et ont été récupérés puis dosés
afin d’en déduire le pourcentage d’OTC restée dans le cathéter par rapport a la quantité
injectée. Le cathéter utilisé a été un cathéter jugulaire HEMOCATH 30 (référence 143.15,

VYGON, Ecouen, France) comportant un espace mort de 0.35 mL environ.

I1.3. ETUDE 3 : DUREE DE LA PERIODE DE «WASHOUT»

Une brebis de 35 kg a regu par voie i.v. le traitement 4 dans les mémes conditions
expérimentales que celles prévues dans I’étude 5 (cf. infra). Des prélevements sanguins ont

¢été réalisés toutes les 24 heures puis dosés, jusqu’a descendre en dessous de la limite de

quantification de la méthode analytique (LOQ) qui est pour notre étude de 0.35 pg/mL.

11.4. ETUDE 4 : STABILITE DE L’OTC DANS LE SANG TOTAL

11.4.1. ANIMAUX ET PRODUITS

Deux brebis adultes de race Lacaune (A et B) achetées chez M. Moliano (route de Bonrepos,
Fontenilles, Haute-Garonne) ont été utilisées. Elles ont été logées dans des cages a
métabolisme au sein de 1’animalerie du service de physiologie de I’Ecole Nationale
Vétérinaire de Toulouse et ont été¢ nourries avec du fourrage ad libitum compléménté par
250 g d’un aliment concentré (RUMINA Broutard, PURINA, France). L eau était disponible ad

libitum.
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Les produits testés étaient deux préparations commerciales injectables d’OTC identiques a
celles utilisées dans 1’é¢tude 5: de I’Oxytétracycline 10% VETOQUINOL ™ (OTC 10 %),
administrée a la brebis A et de la TERRAMYCINE Longue Action *”, administrée a la brebis B.

11.4.2. ADMINISTRATIONS ET PRELEVEMENTS

Les solutions ont été administrées sous forme de bolus par voie i.v. au moyen d’un cathéter
vasculaire extemporané, placé avant ’administration dans la veine jugulaire droite. La dose a
été fixée pour les deux produits a 20 mg/kg, soit 0.2 mL de solution par kg de poids vif pour
I’OTC 10 % et 0.1 mL de solution par kg de poids vif pour la T.L.A.N°

Les prélévements sanguins, d’un volume de 20 mL chacun, ont été effectués a 2 minutes puis
a 4 et 24 heures apres administration. Le sang a été prélevé dans la veine jugulaire gauche au
moyen d’une aiguille (21G, 40 mm) et d’une seringue de 20 mL. Aprés homogénéisation par
retournements manuels lents de la seringue, six fractions d’environ 3 mL chacune ont été

réparties dans six tubes de 5 mL contenant une solution d’héparinate de lithium.

I1.4.3. PREPARATION DES ECHANTILLONS

Les prélévements ont été traités comme suit :

La fraction 1 a été placée dans de la glace pilée et centrifugée 30 minutes apres le prélévement,
La fraction 2 a été placée a I’air ambiant et centrifugée 30 minutes apres le prélévement,

La fraction 3 a été placée dans la glace pilée et centrifugée 5 heures aprés le prélévement,

La fraction 4 a été placée a 1’air ambiant et centrifugée 5 heures apres le prélevement,

La fraction 5 a été placée dans la glace pilée et centrifugée 24 heures apres le prélévement,

La fraction 6 a été placée a I’air ambiant et centrifugée 24 heures apres le prélevement.

Les prélevements conservés dans de la glace pilée ont été stockés aussitot apres leur
obtention. Les prélevements conservés a l’air ambiant ont été stockés dans une piece a
température constante (21°C). Les conditions de centrifugation ont été¢ les mémes pour tous

les prélevements (3080 g pendant 10 minutes).

Le plasma obtenu pour chaque fraction a été aliquoté immédiatement apres la centrifugation

dans deux tubes eppendorf de 1.5 mL et conservé a -20°C jusqu’a analyse.
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I1.4.4. PHASE ANALYTIQUE ET ANALYSE DES DONNEES

L’OTC a été dosée dans le plasma selon la méthode HPLC développée par 1’unité, validée et

¢galement utilisée lors de 1’étude 5 (cf. infra).

La variation des concentrations plasmatiques en OTC mesurées dans les fractions « n » (2, 3,
4, 5 et 6) par rapport aux concentrations mesurées dans la fraction 1 (correspondant aux

conditions optimales) a été estimée pour chacun des temps de prélévement par 1’équation :

Variation A (%) = [(fraction n - fraction 1) / fraction 1] x 100

IL.5. ETUDE S5 : EFFETS DE LA 2-PYRROLIDONE SUR LES
PARAMETRES PHARMACOCINETIQUES DE L’OTC
INJECTEE PAR VOIE 1.V. CHEZ LE MOUTON

I1L.5.1. ANIMAUX

L’¢étude a été menée sur 12 brebis de race Lacaune, agées de 7 a 9 ans, pesant entre 39 et 56
kg, identifiées par leur bouclage a 1’oreille et achetées chez M. Moliano (route de Bonrepos,
Fontenilles, Haute-Garonne). Ces brebis étaient non gravides (vérification par échographie et
injection a leur arrivée de prostaglandines ENZAPROST ® par voie i.m. dans le triceps brachial
droit a la dose de 0.5 mL/brebis), cliniquement saines et indemnes de Brucellose (recherche
par sérologie). Les animaux ont ¢été logés au sein du service de physiologie de 1’Ecole
Nationale Vétérinaire de Toulouse. La période d’acclimatation a duré 3 semaines, deux
semaines en parc puis la derniére semaine dans les cages a métabolisme. Leur alimentation
quotidienne se composait de fourrage ad libitum complémenté par un aliment concentré (250
g de RUMINA Broutard, PURINA, France) distribué¢ le matin (y compris les jours de
cinétique). L’eau était disponible ad libitum. Leur état général ainsi que leur comportement
alimentaire et hydrique ont été contrdlés quotidiennement. Pendant toute la durée de 1’étude,

les animaux n’ont recu aucun traitement autre que ceux étudiés.

Les brebis ont été pesées selon la procédure en cours dans 1’unité a leur arrivée (P0), la veille
de chaque début de période (P1, P2, P3, P4), a la fin du crossover (P5) et deux semaines plus
tard (P6, poids mesuré pour I’injection d’OTC L.A.).
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Elles ont été divisées de fagon randomisée en fonction du poids vif en quatre groupes de trois
animaux (annexes 1, 2, et 3) : le groupe 1 avec les animaux A,B,C, le groupe 2 avec les

animaux D,E,F, le groupe 3 avec les animaux G,H,], et le groupe 4 avec les animaux J,K,L.

Cependant, 1’administration du premier traitement a la brebis I ayant ét¢ réalisée en partie
hors de la veine, cette derniere a ét¢ remplacée pour toutes les cinétiques par une brebis

annexe (brebis M, Numéro de travail 240).

11.5.2. PRODUITS

Les traitements testés étaient tous composés d’une préparation commerciale d’OTC S.A. :
Oxytétracycline 10 % VETOQUINOL ™ (VETOQUINOL SA, 70 204 Lure, France). Cette
préparation est une solution injectable stable contenant de I’OTC sous forme de dihydrate a 10
millions U.I. pour 100 mL et différents excipients dont de la PVP. Pour la réalisation des
expérimentations, quatre flacons de 250 mL de solution de couleur jaunatre appartenant au
méme lot (numéro de lot : 00 69, date de péremption : 05/02) ont été utilisés et conservés a
température ambiante, a I’abri de la lumiére. La dose utilisée a ét¢ de 20 mg/kg soit 10

mL/50kg.

L’excipient étudié¢ est la 2-PYRROLIDONE. Pour la réalisation des expérimentations, un
flacon d’un litre de solution incolore et pure a 99 % (contenant 1.11g de 2-P par mL de
solution) a été utilisé et conservé dans un contenant étanche placé a température ambiante
(référence 83 300, FLUKA, Saint-Quentin Fallavier, France ; numéro de lot : 400915/1 13700).
Le produit étant toxique (cf. supra), sa manipulation a ét¢ faite dans une piece ventilée, en

¢vitant tout contact de la solution avec la peau ou les yeux.

Les traitements testés ont consisté en 1’administration successive de 2-P a différentes
concentrations, d’OTC 10 % et de NaCl. Quatre traitements d’un volume total constant de 16

mL ont été administrés :

- Traitement 1 (T1) : Solution d’OTC 10 % suivie de NaCl (Traitement témoin),
- Traitement 2 (T2) : 2-P (1 g pour 1 g d’OTC) suivie d’OTC 10 % et de NaCl,
- Traitement 3 (T3) : 2-P (2 g pour 1 g d’OTC) suivie d’OTC 10 % et de NaCl,
- Traitement 4 (T4) : 2-P (4 g pour 1 g d’OTC) suivie d’OTC 10 % et de NaCl,

A titre d’exemple, les volumes suivants correspondent aux traitements administrés a une

brebis pesant 50 kg.

68



- T1:10mLd’OTC 10 % + 6 mL de NaCl,

- T2:0.9mLde2-P+ 10mL d’OTC 10 % + 5.1 mL de NaCl,
- T3:1.8mLde2-P+ 10mL d’OTC 10 % + 4.2 mL de NaCl,
- T4:3.6mLde2-P+ 10mLd OTC 10 % + 2.4 mL de NaCl.

Deux semaines apres la fin du crossover, un cinquiéme traitement composé d’OTC L.A.
(T.L.A. "°, PFIZER S.A.) appartenant au lot 0029003 (date de péremption : 04/02) a été
administré a la dose de 20 mg/kg afin de comparer les résultats obtenus avec ceux des

cinétiques précédentes.
Les quantités exactes des produits administrés aux brebis sont présentées dans I’annexe 4.

11.5.3. ADMINISTRATIONS

Les administrations des traitements ont été réalisées par voie i.v. en bolus (durée d’environ 40
secondes pour la totalit¢ des produits) au moyen de cathéters vasculaires permanents
HEMOCATH 30 (référence 143.15, VYGON, Ecouen, France) placés la veille des
administrations dans la veine jugulaire droite et retirés aprés chaque série de prélévements.
Avant de placer les cathéters, une tonte des gouttieres jugulaires ainsi qu'un nettoyage a
l'alcool a 70° et a la chlorexidine ont été réalisés. Les produits ont été prélevés des flacons
avec des seringues équipées d’aiguilles (18G X %4"") et administrés aux brebis sans enlever le

bouchon des cathéters.

Les administrations ont été pratiquées le premier jour des 4 périodes (d’une durée de 1

semaine chacune) en suivant un crossover €¢quilibré (annexe 5).

Pour étre certain de la dose réellement injectée, des doubles pesées des seringues contenant

I’OTC et des aiguilles ont été réalisées, avant puis apres administration du produit (annexe 7).

11.5.4. PRELEVEMENTS SANGUINS

Les prélevements (5 mL environ) ont été effectués dans une seringue de 5 mL au moyen de
cathéters permanents HEMOCATH 30 (référence 143.15, VYGON, Ecouen, France) placés la
veille des prélévements dans la veine jugulaire gauche et retirés aprés chaque période (temps
72 heures). Le sang prélevé a été aussitot placé dans un tube hépariné de 5 mL stocké dans de

la glace puis rapidement centrifugé (3080 g pendant 10 minutes). Le plasma a été aliquoté
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dans 2 tubes eppendorf de 1.5 mL, puis conservé a -20°C jusqu’a 1’analyse. Les opérateurs

qui ont administré les produits n’ont pas réalisé les prélévements.

Avant chaque prélévement, un volume d’environ 1 mL de sang a été aspiré et ensuite éliminé
afin de vidanger 1’espace mort des cathéters. Apres chaque prélévement, un volume d’environ
2,5 mL de NaCl hépariné (a 50 U.I. d’héparine par mL de sérum) a été injecté afin de rincer

les cathéters.

Les préléevements ont eu lieu a -25, 1, 2, 4, 8, 15 et 30 minutes puis a 1, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 24, 34,
48 et 72 heures post administration. Apres les prélevements a 12, 24, 34 et 48 heures, environ

0.3 mL d’héparine pure a été injecté dans les cathéters destinés aux prélévements.

11.5.5. METHODE ANALYTIQUE

Le dosage de I’OTC a été réalisé par HPLC apres extraction sur cartouches C8 (Bond Elut 100
mg, VARIAN). Les cartouches ont été préalablement conditionnées avec 1 mL de méthanol et
1 mL d’acide oxalique. L’extraction a été composée par le dépot de 250 PL d’échantillon a
doser et de 125 pL de Standard Interne (SI, 3-acétamidophénol a 10 pg/mL), puis le lavage
avec 500 PL d’eau distillée et 1’¢lution avec 500 PL d’un mélange d’acide oxalique et

d’acétonitrile (75/25, V/V).

Vingt microlitres de la solution obtenue aprés extraction ont été injectés dans le systéme
HPLC composé¢ d’une pompe isocratique (KONTRON 325), d'un automate (KONTRON 465) et
d'un détecteur d’Ultra Violet (KONTRON 432) réglé a 270 nm. La séparation a été effectuée
avec un débit de 0.4 mL/min a 40°C sur une précolonne Ultrasep ES 100 RP 18 et une
colonne Nucléosil C18 100-3, 3um (150 x 4.0 mm). Le solvant éluant a ét¢ un mélange

d’acide oxalique 0.01 M et d’acétonitrile (85/15, V/V).

Une série de dosage a ¢t¢ composée des dosages successifs de la solution de SI (sans étape
d’extraction), des points de gamme dans le plasma (apres extraction), des 3 points de Controle
Qualité ou QC (apres extraction) et des échantillons de plasma a doser (aprés dilution et

extraction).

Pour les calculs, I’aire du SI obtenue sans extraction a servi de référence pour tous les calculs
de rendement d’extraction. Une régression multiple (logiciel STATGRAPHICS ®, version 5,

STSC, Inc.) a été réalisée pour les points de gamme. Une droite de la forme Y =a x + b a été
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obtenue, Y représentant le ratio (aire orc / aire ) et x la concentration théorique d’OTC. La
gamme a €té acceptée si les écarts entre les concentrations théoriques et les concentrations
calculées par la droite de régression ont été inférieurs a 15 %. Un facteur de pondération de

1/x? a été choisi.

La limite de quantification de la méthode a été de 0.35 pg/mL et les coefficients de variation

de répétabilité (intrajour) et de reproductibilité (interjour) ont été inférieurs a 15%.

11.5.6. ANALYSE PHARMACOCINETIQUE

Pour les cinq traitements, la courbe des concentrations plasmatiques d’OTC en fonction du
temps a été tracée. Les parametres PK primaires et secondaires ont été calculés par une
approche non-compartimentale avec un logiciel de régression non linéaire (WinNONLIN ®,

version 1.1, Scientific Consulting, Inc.).

Les aires sous la courbe (AUC) ont été calculées par la méthode des trapézes arithmétiques
avec extrapolation a 1’infini. Le nombre de points considérés pour estimer 1’aire extrapolée a
¢été choisi par le logiciel. Cependant, si le pourcentage d’extrapolation était alors supérieur a
15 %, nous avons refait I’analyse en indiquant au logiciel le nombre de points qu’il devait

considérer pour estimer 1’aire extrapolée.

La clairance plasmatique totale et le volume de distribution a I’état d’équilibre de I’OTC ont

été donnés par les équations suivantes :

_ Dose
AUC

Cl

(mL/min/kg) et Ve =Clx MRT (L/kg)

avec MRT (min) : Temps moyen de résidence (AUMC/AUC).

I1.5.7. ANALYSE STATISTIQUE

L’analyse statistique a été pratiquée par comparaison des deux principaux parameétres PK
obtenus (Clairance plasmatique et Volume de distribution) pour les quatre traitements avec
une analyse de variance multifactorielle (ANOVA) a 1’aide d’un logiciel spécialis¢ (SYSTAT
O, version 8.0, SPSS, Inc.). Cette analyse a permis de discerner dans 1'écart observé la part due

a la période, a la séquence, au traitement et a 1’animal.
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La modélisation des parameétres PK a été la suivante :

Pijii=H + Si+ P+ Ty + A/Si+ €k

Avec :

Pijxi : parametre PK (Clairance ou Volume de distribution) d'un animal | appartenant a la

séquence 1, a la période j et recevant la formulation k,

M : valeur moyenne générale du paramétre PK, estimée par la moyenne de toutes les valeurs

de ce paramétre quel que soit I'animal, la séquence, la période et le traitement,

Si: effet différentiel de la séquence i,
P; : effet différentiel de la période j,
T\ : effet différentiel du traitement k,

A/S; : effet différentiel de I’animal | (niché dans la séquence 1),

€ijx : effet résiduel.

Les résultats observés avec les quatre traitements ont été comparés a ceux obtenus avec
I’utilisation de T.L.A.N° (Traitement 5) grace a une deuxiéme ANOVA (ne tenant plus compte

de I’effet période et de I’effet séquence).

La modélisation des paramétres PK a alors été la suivante :

Pou=p+Ti+ A+ €

Dans le cas d’un effet significatif du traitement, un test de comparaisons multiples (Test de

DUNNETT) a été réalisé.

Le seuil de signification statistique a été de 5% pour les deux analyses.
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III. RESULTATS

IIIL.1. ETUDE 1 : TOLERANCE AIGUE DE LA 2-PYRROLIDONE

Aucun signe secondaire clinique n’a été observé suite a 1’administration par voie i.v. de
I’excipient. Ce résultat ne démontre pas rigoureusement I’innocuité de la 2-P chez la brebis
mais il nous a permis de considérer que la tolérance de I’administration de ce produit par voie

1.v. était acceptable.

I11.2. ETUDE 2 : DOSE RESIDUELLE INTRA-CATHETER

La concentration d’OTC restée dans le cathéter a pu étre déterminée par le dosage du liquide
récupéré (1.5 mL) ; elle a ét¢ de 1633.5 pg/mL soit 2.4 mg in foto ce qui représente 0.3 % de
la dose administrée (8 mL a 10g/100mL soit 800 mg). Etant donné ce faible pourcentage, la

quantité d’OTC restant dans le cathéter a été considérée comme négligeable lors des dosages.

I11.3. ETUDE 3 : DUREE DE LA PERIODE DE «WASHOUT»

A partir du quatrieme jour, la concentration d’OTC présente dans les échantillons sanguins n’a
plus été quantifiable, c’est a dire inférieure a 0.35 pg/mL. Pour plus de sécurité, une durée de

la période de « washout » d’une semaine a été choisie.

I11.4. ETUDE 4 : STABILITE DE L’OTC DANS LE SANG TOTAL

Le tableau 8 et les figures 6 et 7 présentent les résultats des concentrations obtenues pour
I'OTC 10 % (brebis A) et la T.L.A.*" (brebis B) en fonction du délai de centrifugation et de la
température de conservation pour les 3 temps de prélevements. L’inspection visuelle de ces
figures montre que la température de conservation de 1’échantillon (+ 4°C ou 21 °C) et le

délai de centrifugation n’ont pas d’effet sur la concentration d’OTC.

Les variations des concentrations observées pour les fractions n par rapport aux
concentrations obtenues avec la fraction 1 en fonction de la formulation d’OTC et des temps
de prélevement sont présentées dans I’annexe 6. Le pourcentage de variation a fluctué¢ entre

- 19 et + 25 %, avec une moyenne de 8.37 %.
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L’OTC peut donc étre considérée comme stable dans le sang total conservé dans de la glace
pilée ou a I’air ambiant jusqu’a 24 heures avant centrifugation. Un délai maximum de 30
minutes pour la centrifugation a cependant été respecté pour I’essentiel des prélévements,

avec une conservation a environ + 4°C.
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Tableau 8 : Concentrations (pug/mL) obtenues pour I'OTC 10 % (brebis A) et la T.L.A.N? (brebis

B) en fonction du délai de centrifugation et de la température de conservation pour 3 temps de

prélévements
FRACTIONS

TEMPS Moyenne + CV
PRELEVEMENTS (MIN) 1 2 3 4 5 SD (%)
Al 2 7549 7160 759.1 7313 670.6 697.7 721.6+34.11 4.7

A2 240 25.5 226 206 245 29.5 25.1+£3.27 13

A3 1440 1.7 2.0 1.9 2.1 2.0 2.0x0.16 8
Bl 2 638.1 698.1 711.5 6455 667.9 660.6 670.3£29.05 4.3
B2 240 28.9 304 297 284 302 30,L0£1.39 4.6
B3 1440 5.4 5.0 5.7 53 5.7 542029 54

Les fractions 1,3 et 5 ont été conservées dans de la glace pilée,
Les fractions 2,4 et 6 ont été conservées a l’air ambiant,

Les fractions 1 et 2 ont été centrifugées 30 minutes apres prélevement,
Les fractions 3 et 4 ont été centrifugées 5 heures apres prélevement,
Les fractions 5 et 6 ont été centrifugées 24 heures apres prélevement.
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Figure 6 : Représentation graphique semi-logarithmique des concentrations plasmatiques d’OTC
obtenues chez la brebis A (OTC 10 %) en fonction du délai de centrifugation et de la température
de conservation
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Figure 7 : Représentation graphique semi-logarithmique des concentrations plasmatiques d’OTC
obtenues chez la brebis B (T.L.A."") en fonction du délai de centrifugation et de la température de
conservation
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IIL.5. ETUDE 5 : EFFETS DE LA 2-PYRROLIDONE SUR LES
PARAMETRES PHARMACOCINETIQUES DE L’OTC
INJECTEE PAR VOIE L.V. CHEZ LE MOUTON

La présence d’une toux faisant suite a I’administration des traitements a parfois été observée.
Cette toux s’est manifestée a quatre reprises (sur les 60 administrations) et a concerné par
deux fois la méme brebis. Elle est apparue une fois avec le traitement 3 et trois fois avec le

traitement 4 (traitement composé de la quantité de 2-P la plus importante).

Les courbes en échelle semi-logarithmique des concentrations plasmatiques moyennes d’OTC
(pour les 12 brebis) en fonction du traitement sont tracées sur la figure 8 (les moyennes et

écart-types calculés figurent dans le tableau 29, annexe 8).
ockage a I’air ambiant

Les tableaux 17 a 28 (annexe 7) indiquent les doses exactes administrées et les concentrations
plasmatiques mesurées chez toutes les brebis pour chaque temps de prélevement, pour les

cing traitements.

Les figures 9, 10, 11 et 12 (annexe 7) sont des représentations graphiques en échelle semi-
logarithmique des concentrations plasmatiques d’OTC obtenues chez les brebis pour les cing
traitements. L’examen de ces courbes révele pour la T.L.A.MP (traitement 5) I’existence pour la
plupart des brebis d’un effet rebond (se produisant le plus souvent entre 5 et 10 heures) ou
d’un effet plateau. De plus, les concentrations plasmatiques obtenues avec ce traitement sont

en général supérieures a celles observées avec les autres traitements.

La moyenne pour les 12 brebis des principaux parametres PK est présentée en fonction du
traitement dans le tableau 9. Les tableaux 30 et 31 (annexe 9) présentent les valeurs

individuelles de ces parametres.

Les AUC plasmatiques sont supérieures pour le traitement 5 (T.L.A.", environ 550 pg.h/mL).
Pour les autres traitements, elles diminuent depuis le traitement 1 (environ 450 pg.h/mL)

jusqu’au traitement 4 (330 pug.h/mL).

Les clairances plasmatiques totales de I’OTC sont proches pour tous les traitements et elles
varient de 1.13 mL/min/kg pour le traitement 4 a 0.7 mL/min/kg pour le traitement 5.

L’analyse statistique montre les résultats suivants : les clairances obtenues avec les
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traitements 1, 2, 3, 4 ne sont pas significativement différentes entre elles ; la clairance
observée avec le traitement 5 (T.L.A."") est significativement différente de celles obtenues
avec les traitements 2, 3, et 4 (P = 0.010, P = 0.006, P = 0.000 respectivement) ; la
clairance observée avec le traitement S n’est par contre pas significativement différente

de celle obtenue avec le traitement 1 (OTC 10 %) (P = 0.102).

Les volumes de distribution a 1’état d’équilibre (V) de I’OTC sont trés proches pour tous les
traitements (compris entre 0.35 et 0.53 L/kg). Les volumes de distribution apparents (V..) de
I’0TC sont également en moyenne de 0.4 L/kg. Apres transformation logarithmique des
données, 1’analyse statistique montre que les volumes de distribution des 5 traitements ne

sont pas significativement différents entre eux.

L’analyse statistique des deux parametres PK est présentée dans I’annexe 10.
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Tableau 9 : Parameétres PK (Moyenne + SD) de I’OTC administrée par voie i.v. a 12 brebis

(dose de 20 mg/kg) en fonction du traitement

TRAITEMENT AUC (pg.h/mL) Cl (mL/min/kg) Vs (L/Kg)
1 443.7 £ 191.64 0.92 + 0.369 0.42 £0.126°
2 385.9 +159.8 1.02+0.317° 0.35 + 0.096°
3 339.5 £ 106.28 1.19 £ 0.616"" 0.45 +0.188°
4 330.8 + 86.48 1.13 £ 0.293" 0.53 +0.279°
5 546.6 + 217.94 0.7 +0.22° 0.39 + 0.069°

" La clairance d’une brebis ayant regu le traitement 3 a été détectée comme étant une valeur
aberrante (annexe 10). Ainsi si on remplace cette valeur par la valeur prédite par le modele

d’analyse statistique, la moyenne du parameétre clairance plasmatique est pour le traitement 3
de 1.04 mL/min/kg

Au sein des colonnes « clairance » et « volume de distribution » (I’analyse statistique n’étant
pas nécessaire pour le parametre AUC), les valeurs comportant des lettres en exposant
différentes sont significativement (P < 0.05) différentes.

Traitement 1 : OTC 10 % + NaCl

Traitement 2 : OTC 10 % + 2-P (1:1) + NaCl
Traitement 3 : OTC 10 % + 2-P (1:2) + NaCl
Traitement 4 : OTC 10 % + 2-P (1:4) + NaCl
Traitement 5 : T.L.A.N"
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IV. DISCUSSION

Les principaux résultats de ce travail de theése ont été les suivants :

* L’administration d’OTC et de 2-P par voie i.v. ne produit pas d’effets indésirables chez le

mouton,

e Une période de « washout » d’une semaine entre les administrations d’une formulation

S.A. par voie i.v. a la dose de 20 mg/kg a des brebis est suffisante,

* L’OTC est stable sur 24 heures dans un prélevement de sang total sur héparinate de
lithium quelque soit le délai de centrifugation et la température de conservation des

¢chantillons sanguins,

e L’addition de quantités croissantes de 2-P n’influence pas la PK de I’OTC (par

comparaison avec la formulation S.A.),

* Les paramétres PK (Cl, V) des formulations S.A. et L.A. d’OTC ne sont pas

statistiquement différents pour une administration par voie 1.v.,

* Enfin, la présence de 2-P avec la formulation S.A. induit une clairance plasmatique de

I’OTC plus importante par rapport a la formulation L.A.

Aucun effet indésirable n’a été observé au cours des administrations, a 1’exception d’un
¢pisode de toux survenu a 4 reprises. Aprés une administration par voie i.v., le poumon, suite
a un effet de premier passage, recoit la totalité de la dose administrée. Une précipitation in

situ du produit injecté ne peut donc pas €tre exclue.

La période de « washout » d’une semaine retenue pour notre étude a permis d’éviter les
phénomeénes de « carry-over » différentiel, c’est a dire que le traitement n-1 n’a pas modifié la
réponse observée au traitement n (effet séquence non significatif, P = 0.05). Si I’on considére
un temps de demi-vie plasmatique moyen de 7 heures pour ’OTC (moyenne des valeurs
publiées), cette période d’une semaine correspond a 24 fois le temps de demi-vie, ce qui sous-
entend une ¢élimination du principe actif quasi totale. Ceci est cohérent avec les périodes
choisies pour des études antérieures ayant administré de 1’OTC par voie i.v. (38). Par voie

1.m., D’existence d’un « flip-flop » (constante d’élimination trés supérieure a la constante
) p-tlop p
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d’absorption de I’OTC) a contraint les auteurs a retenir des périodes de « washout » plus

longues (2 semaines en général mais pouvant parfois aller jusqu’a trois semaines (28,58,64)).

Aucune dégradation de I’OTC n’intervient pour des prélévements de sang total sur
anticoagulant conservés a 21°C pendant 24 heures. La seule étude ayant précédemment étudié
la stabilit¢ de I’OTC dans les matrices biologiques avait utilis¢ du plasma et des urines
conservés a 5°C pendant des temps trés importants (jusqu’a un mois) (77). Une instabilité de
I’OTC avait été mise en évidence. Celle-ci était intervenue plus précocement dans le plasma et
de facon plus prononcée dans les urines. En effet, au bout de 28 jours, la dégradation de la
molécule avait été de 10 % dans le plasma, dont 5 % apres 4 jours, alors que dans les urines,
elle avait ét¢ de 34 %, dont 30 % apres 10 jours. Cette instabilité n’existe pas pour la
conservation d’échantillons de sang total pendant un jour a température ambiante. Cependant,
une dégradation survenant dans ces mémes conditions de conservation apres 24 heures n’est

pas a exclure.

Par comparaison avec la formulation S.A., I’ajout de quantités croissantes de 2-P ne modifie

pas I’AUC, la clairance et le Vi de I’OTC administrée par voie 1.v. a des brebis. En effet, les
clairances des 4 traitements appartenant au plan crossover ne sont pas significativement
différentes entre elles. Ceci indique soit que 1’effet de la 2-P sur la PK de I’OTC a été nul, soit
que celui-ci n’a pas été statistiquement significatif. Dans nos conditions expérimentales, la
puissance du test statistique permettait de mettre en évidence, de fagon significative, une
différence entre les valeurs calculées des clairances plasmatiques des quatre traitements de

0.28 mL/min/kg (¢ test, P = 0.05).

Les parameétres PK obtenus pour la formulation L.A. administrée par voie i.v. a des brebis
n’avaient jamais €été publiés. Pour la formulation S.A., les paramétres PK observés sont

inférieurs & ceux publiés précédemment. En effet, dans notre étude, les clairances

plasmatiques sont comprises entre 0.7 et 1.13 mL/min/kg et les volumes de distribution (V yrea)
sont en moyenne de 0.4 L/kg. Pour les autres études, ces valeurs sont proches de 2
mL/min/kg pour la clairance et comprises entre 0.8 et 2.7 L/kg pour le volume de distribution
(tableau 4). Cette différence peut en partie s’expliquer par la méthode de dosage utilisée pour
notre travail. L’HPLC est une méthode moins laborieuse, plus sensible et plus sélective que la
méthode microbiologique (69). L’utilisation d’un SI donne des résultats plus précis en

permettant de quantifier les variations survenues lors des étapes d’extraction et de traitement
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des échantillons (77). La détection par le spectre UV est couramment utilisée et celle-ci a lieu
le plus souvent a 365 nm. Dans notre étude, cette détection a été effectuée a 270 nm car
I’absorbance y est meilleure (98). En ’absence de lumicre polarisée, notre méthode HPLC ne
permet pas de séparer la molécule d’OTC de son épimere, 1’épi-OTC (2). Les résultats de nos
dosages correspondent donc a la somme des concentrations plasmatiques en OTC et en épi-
OTC, ce qui peut expliquer la faible valeur des clairances obtenues. Des études
supplémentaires seraient nécessaires pour d’une part, déterminer le pourcentage d’épimere
formé in vivo et d’autre part, voir si la réaction d’épimérisation est temps ou formulation

dépendante.

Les parametres PK (Cl, V) des formulations S.A. et L.A. d’OTC ne sont pas différents pour
une administration par voie i.v. chez le mouton. De fagon similaire, aucune différence entre la
PK des deux formulations administrées a la dose de 10 mg/kg par voie 1.v. n’a été observée

chez la chevre (43). Respectivement pour la formulation S.A. et pour la formulation L.A., les

clairances plasmatiques ont ét¢ de 2.7 et 2.3 mL/min/kg, les volumes de distribution (V area)
ont été¢ de 1.4 et 1.2 L/kg et les temps de demi-vie plasmatique ont été¢ de 6.5 et 6 h.
Cependant, les deux formulations ont ét¢ administrées a deux groupes d’animaux différents.
Chez des bovins, une différence dans la pente de la phase terminale (A,) a été montrée, celle-
ci étant plus importante avec la formulation S.A. (0.1256 contre 0.0772 h™', ¢ test P < 0.01).
Pour les autres parametres, les clairances plasmatiques ont ét¢ de 1.9 mL/min/kg pour la

formulation S.A. et 1.1 mL/min/kg pour la formulation L.A. et les volumes de distribution

(Varea) ont été de 0.9 L/kg pour les deux formulations. Cependant, les deux formulations ont
¢té¢ administrées a des doses différentes (10 mg/kg pour la formulation S.A. et 20 mg/kg pour
la formulation L.A.) et a deux groupes d’animaux différents (121). Chez des veaux, des
différences significatives pour tous les paramétres PK excepté le temps de demi-vie
plasmatique ont ét¢ mises en évidence (110). Aprés une administration par voie i.v. d’une

dose de 10 mg/kg, les clairances plasmatiques ont ét¢ de 2.7 et 4.7 mL/min/kg, les volumes de

distribution (Varea) ont été de 1.6 et 2.8 L/kg et les temps de demi-vie plasmatique ont été de
7.1 et 7.2 h, respectivement pour la formulation S.A. et pour la formulation L.A. Les auteurs
ont expliqué cette différence de comportement PK, et notamment la valeur plus faible de
I’AUC obtenue avec la formulation L.A., par la disparition et la précipitation de 1’antibiotique
dans un compartiment (probablement le poumon, premier organe drainé aprés une

administration par voie i.v.). Aucune étude comparative sur la PK des deux formulations
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d’OTC administrées a des ovins n’avait été réalisée auparavant. Les résultats de notre étude ne
confirment pas statistiquement les tendances observées lors de 1’essai préliminaire ayant
motivé ce travail de thése. Cependant, comme dans 1’essai préliminaire, I’examen des courbes
individuelles des concentrations obtenues avec la T.L.A."’ a mis en évidence avec la plupart
des brebis un effet rebond ou plateau qui n’existait pas avec I’OTC 10 % (annexe 7). Les
valeurs des AUC plasmatiques n’étant pas modifiées entre les deux formulations, 1’effet
observé pourrait étre relié, ici aussi, a une précipitation du principe actif dans un
compartiment (comme le tissu pulmonaire), suivie d’un relargage progressif de I’OTC dans la

circulation systémique.

Par comparaison avec la formulation L.A., I’addition de 2-P a une formulation S.A. induit une
clairance plasmatique totale de I’OTC plus importante mais ne modifie pas les volumes de
distribution a 1’état d’équilibre de la molécule. L’administration de T.L.A."" a cependant été
réalisée dans le seul but de confirmer les résultats de 1’étude préliminaire (c’est a dire la
clairance inférieure pour la formulation L.A.), en dehors du plan crossover, sans contrdle
possible des conditions expérimentales (éventuel effet période). En conclusion, sur un plan
PK, la T.L.A."? administrée par voie i.v. ne peut se résumer a une formulation d’OTC S.A.

additionnée de 2-P. D’autres excipients présents dans la formulation pourraient interagir.
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CONCLUSION
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Ce travail de thése nous a permis d’apporter les résultats principaux suivants :

* L’OTC est stable dans le sang total conservé a température ambiante jusqu’a 24 heures

avant centrifugation,

* Les parametres PK (Cl, V) des formulations S.A. et L.A. d’OTC administrées par voie i.v.

ne sont pas différents sur le plan statistique,

» L’addition de quantités croissantes de 2-P (jusqu’a 4 g pour 1 g d’OTC) n’influence pas la

PK de I’OTC (par comparaison avec la formulation S.A.),

* La présence de 2-P induit une clairance plasmatique totale de I’OTC plus importante par

rapport a la formulation L.A.

Une des limites principales de notre étude est que notre méthode de dosage a mesuré les
concentrations d’OTC mais aussi de son épimére. Malgré cette limite potentielle, la T.L.A.NP
ne peut étre résumée a une formulation d’OTC S.A. additionnée de 2-P. Les autres excipients

interviennent probablement.

En conclusion, le caractére L.A. de la T.L.A."° administrée par voie i.m. résulte principalement
de la précipitation dans le muscle, comme suggéré initialement lors du développement et non,
comme nous 1’avons démontré, d’un effet sur les mécanismes de clairance de ’OTC lié aux

excipients de la formulation L.A.
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ANNEXE 1

Tableau 10 : Animaux a I’arrivée : relevé de leur identification, race, poids, age

et des observations complémentaires

AT 0N RACE (Pl:)())?r?ig AGE OBSERVATIONS
le 11/10/00
1 2902 LACAUNE 56 ADULTE
2 2004 LACAUNE 45 ADULTE
3 4008 LACAUNE 48 ADULTE
4 3045 LACAUNE 49 ADULTE
5 4090 LACAUNE 39 ADULTE
6 3053 LACAUNE 45 ADULTE
7 3049 LACAUNE 50 ADULTE
8 3085 LACAUNE 47 ADULTE PRESENCE DE LAIT
9 3035 LACAUNE 49 ADULTE
10 3004 LACAUNE 46 ADULTE
11 4027 LACAUNE 41 ADULTE ABSENCE DE BOUCLE
12 4020 LACAUNE 40 ADULTE
Moyenne 46.3
Ecart-type 4.77
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ANNEXE 2

Tableau 11 : Procédé de randomisation (par "alea" sous Microsoft EXCEL )

POIDS (P0) NUMERO DE
CLASSE ALEigglfl;jg DE POIDS (P0) TRAVAIL DES
PAR ORDRE RANDOMISATION RANDOMISE BREBIS
CROISSANT CORRESPONDANT
| 39 0.660059509 G 4090
2 40 0.647433941 D 4020
Séquence 1
3 41 0.984761439 J 4027
4 45 0.553418744 A 3053
1 45 0.144768703 B 2004
2 46 0.776899852 H 3004
Séquence 2
3 47 0.666690314 E 3085
4 48 0.938036388 K 4008
1 49 0.787162887 L 3045
2 49 0.655768284 I 3035
Séquence 3
3 50 0.511646562 F 3049
4 56 0.092208109 C 2902
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ANNEXE 3

Tableau 12 : Evolution du poids des brebis au cours des expérimentations

Ces valeurs correspondent aux poids de la brebis M (Numéro de travail 240) utilisée en

remplacement de la brebis I pour les expérimentations

repts | WERC T(P0)en  (Phen  (P2)en ?13;2151 (P4)en  (P5)en  (P6)en
TRAVAIL  Kgle kg le kg le kg le kg le kg le kg le

11/10/00  26/10/00  06/11/00  13/11/00  20/11/00  23/11/00  04/12/00
S A 3083 45 41 42 41 42 42 40
% B 2004 45 46 44 46 46 46 43
QU‘ C 2902 56 52 50 53 54 52 48
Moyennes Groupe 1~ 48.7 46.3 45.3 46.7 473 46.7 43.7
Ecart-type Groupe 1~ 6.35 5.51 4.16 6.03 6.11 5.03 4.04
D 4020 40 42 41 42 41 41 37
% E 3085 47 43 41 44 43 43 40
SF 3049 50 48 48 49 50 51 47
Moyennes Groupe 2 45.7 44.3 43.3 45 44.7 45 413
Ecart-type Groupe 2 5.13 3.22 4.04 3.61 4.73 5.29 5.13
g G 4090 39 40 39 40 40 41 38
% H 3004 46 43 46 47 47 47 42
SuM 3035 49 53" 52° 53" 52" 52" 53"
Moyennes Groupe 3 44.7 45.3 45.7 46.7 46.3 46.7 443
Ecart-type Groupe 3 5.13 6.81 6.51 6.51 6.03 5.51 7.77
; J 4027 41 36 38 39 38 38 34
% K 4008 48 45 47 47 44 48 45
S L 3045 49 48 48 51 48 50 48
Moyennes Groupe 4 46.0 43.0 44.3 45.7 43.3 45.3 423
Ecart-type Groupe 4 4.36 6.25 5.51 6.11 5.03 6.43 7.37
gf’y,e““es 463 448 447 460 454 459 429

énérales
Ecart-type des

Moyennes 1.71 1.42 1.05 0.82 1.77 0.88 1.34

des groupes
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ANNEXE 4

Tableau 13 : Composition des traitements administrés aux brebis a chaque période

" La brebis M (Numéro de travail 240) a été utilisée en remplacement de la brebis I pour les
expérimentations

TRAITEMENT TRAITEMENT TRAITEMENT TRAITEMENT
Brebis P1 (mL) P2 (mL) P3 (mL) P4 (mL)

(Kg) (Kg) (Kg) (Kg) o

OTC 2-P NaCl OTC 2-P NaCl OTC 2-P NaCl TC 2-P NaCl

41 82 00 49 42 84 30 2.0 41 82 0.7 42 42 84 15 35

46 92 00 55 44 88 32 21 46 92 08 47 46 92 1.7 39

52 104 0.0 62 50 10.0 3.6 24 53 106 1.0 54 54 108 19 45

42 84 30 2.0 41 82 1.5 34 42 84 00 50 41 82 0.7 42

43 86 3.1 2.1 41 82 15 34 44 88 0.0 53 43 86 08 44

48 96 35 23 48 96 1.7 40 49 98 0.0 59 50 100 09 5.1

40 80 14 34 39 78 0.7 40 40 80 29 19 40 80 00 438

43 86 15 3.6 46 92 08 47 47 94 34 23 47 94 00 5.6

*

53 106 19 45 52 104 09 53 53 106 3.8 25 52 104 0.0 6.2

36 72 06 37 38 76 00 46 39 78 14 33 38 7.6 27 18

45 90 08 46 47 94 00 56 47 94 1.7 39 44 88 32 21

P‘W“‘ZEQ”ﬂmUOw>

48 96 09 49 48 96 00 58 51 102 1.8 43 48 96 35 23

OTC : Oxytétracycline 10 % VETOQUINOL *°
2-P : 2-pyrrolidone
NacCl : Chlorure de sodium isotonique a 0.9 %
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Tableau 14 : Quantités de T.L.A. " (dose de 20 mg/Kg) administrées aux brebis

" La brebis M (Numéro de travail 240) a été utilisée en remplacement de la brebis I pour les
expérimentations

Brebis  Poids P6 (Kg) T.L.A (mL)

A 40 4
B 43 4.3
C 48 4.8
D 37 3.7
E 40 4
F 47 4.7
G 38 3.8
H 42 4.2
M* 53 53
J 34 3.4
K 45 4.5
L 48 4.8
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ANNEXE 5

Tableau 15 : Planning des administrations des différents traitements selon le groupe

d’animaux et la période (crossover)

PERIODE (SEMAINE)
GROUPE BREBIS 1 2 3 4
1 A,B,C Tl T4 T2 T3
2 D,E,F T4 T3 Tl T2
3 G, H, 1 T3 T2 T4 Tl
4 LKL T2 Tl T3 T4

Tn : Traitement n
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ANNEXE 6

Tableau 16 : Variation des concentrations calculées pour les fractions n par rapport aux

concentrations obtenues avec la fraction 1 en fonction de la brebis et des temps de

prélévement
FRACTIONS BREBIS TEMPS (min) VARIATION A (%)
2 A 2 -5.15
3 A 2 0.56
4 A 2 -3.13
5 A 2 -11.17
6 A 2 -7.58
2 A 240 -11.42
3 A 240 -19.14
4 A 240 -3.84
5 A 240 15.73
6 A 240 8.91
2 A 1440 18.60
3 A 1440 9.88
4 A 1440 22.09
5 A 1440 18.02
6 A 1440 25.00
2 B 2 9.41
3 B 2 11.50
4 B 2 1.16
5 B 2 4.67
6 B 2 3.53
2 B 240 5.30
3 B 240 291
4 B 240 -1.56
5 B 240 4.68
6 B 240 12.13
2 B 1440 -7.81
3 B 1440 5.02
4 B 1440 -1.49
5 B 1440 5.39
6 B 1440 5.76
Moyenne des variations positives 9.51
Moyenne des variations négatives (en valeur absolue) 7.23
Variation moyenne 8.37

A = [(fraction n — fraction 1) / fraction 1] x 100
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ANNEXE 7

Tableau 17 : Concentrations plasmatiques en OTC (pug/mL) pour la brebis A en fonction des

temps de prélévement pour les cinq traitements et calcul des doses exactes administrées

Nl,“flero de Temps (min) Période 1 Période 2 Période 3 Période4 T.L.A.""
prélévement
A-2 1 395.13 432.55 549.12 373.26 498.56
A-3 2 317.59 250.27 485.42 381.14 373.4
A-4 4 251.34 214.1 282.8 168.26 231.55
A-5 8 160.77 162.35 205.4 120.89 156.76
A-6 15 99.61 108.8 126.04 83.93 107.6
A-7 30 68.89 54.55 83.32 50.73 51.82
A-8 60 49.07 44.25 61.26 26.68 46.46
A-9 120 29.61 37.58 52.6 19.2 36.84
A-10 240 24.2 19.31 38.89 15.23 31.89
A-11 360 20.69 15.35 29.82 12.2 26.92
A-12 480 15.69 10.89 27.7 8.3 23.37
A-13 600 12.57 6.93 25.4 5.92 20.66
A-14 720 9.74 4.84 24.89 4.63 15.83
A-15 1440 2.77 1.19 4.34 1.5 6.84
A-16 2040 1.06 0.45 1.49 0.42 2.34
A-17 2880 0.44 nd 0.79 nd 0.69
A-18 4320 nd nd nd nd nd
Poids (kg) 41 42 41 42 40
Double pesée
P1 (mg) 15725 16003.4  15725.7 15889.5  9652.7
P2 (mg) 6824.6 6859.5 6837.6 6774 5048.2
Densité (mg/mL) 1043 1043 1043 1043 1125.5
Dose (mg) 853 877 852 874 818
Dose (ng/kg) 20813.3 20873.6 20784.6  20808.8 20455.4

nd : non déterminé (< LOQ)

Pour la double pesée, Pl représente le poids de la seringue contenant le traitement avant
administration et P2 représente le poids de la seringue aprés administration
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Tableau 18 : Concentrations plasmatiques en OTC (pg/mL) pour la brebis B en fonction des

temps de prélévement pour les cing traitements et calcul des doses exactes administrées

Numeérode . 0 (min) Période 1 Période2 Période3 Période 4 T.L.AN
prélévement
B-2 1 378.11 452.15 732.73 408.24  488.35
B-3 2 318.08 348.04 486.78 307.55 379.73
B-4 4 238.86 243.47 318.25 195.35 269.73
B-5 8 170.3 186.54 221.89 139.53 197.29
B-6 15 110.41 128.24 135.68 91.5 117.44
B-7 30 68.17 63.54 75.07 52.69 72.47
B-8 60 40.55 40.71 67.9 32.88 49.11
B-9 120 32.01 26.64 41.72 21.97 40.8
B-10 240 23.41 18.06 20.96 12.78 28.01
B-11 360 20.37 13.35 17.34 10.83 15.7
B-12 480 14.09 10.12 8.87 7.8 14.57
B-13 600 13.89 6.78 7.99 5.78 12.82
B-14 720 8.72 5.66 5.88 3.78 7.65
B-15 1440 2 1.42 1.69 0.75 3.72
B-16 2040 1.31 0.44 0.59 0.55 1.16
B-17 2880 0.78 nd nd nd 0.63
B-18 4320 nd nd nd nd nd
Poids (kg) 46 44 46 46 43
Double pesée
P1 (mg) 16850.1  16370.5 16825.1 16869  10042.8
P2 (mg) 6792.5 6851.5 6825.2 6896.9 5036.3
Densité (mg/mL) 1043 1043 1043 1043 1125.5
Dose (mg) 964 913 959 956 890
Dose (ng/kg) 20962.9 20742.2  20842.7 20784.7 20689.5

nd : non déterminé (< LOQ)

Pour la double pesée, Pl représente le poids de la seringue contenant le traitement avant
administration et P2 représente le poids de la seringue apres administration
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Tableau 19 : Concentrations plasmatiques en OTC (pg/mL) pour la brebis C en fonction des

temps de prélévement pour les cing traitements et calcul des doses exactes administrées

Numeérode . 0 (min) Période 1 Période2 Période3 Période 4 T.L.AN
prélévement
C-2 1 392.64 402.76 515.8 417.25 465.99
C-3 2 294.85 357.41 318.91 329.89  299.41
C-4 4 215.44 272.11 230.12  230.98
C-5 8 173.45 171.61 149.1 143.77 169.57
C-6 15 08.78 92.82 110.05 123.66 108.77
C-7 30 70.01 55.6 77.46 63.13 68.96
C-8 60 43.02 35.61 55.94 32.7 50.07
C-9 120 35.73 18.75 28.79 23.86 30.74
C-10 240 31.89 10.41 12.27 18.77 30.5
C-11 360 23.71 8.73 5.98 15.4 30.32
C-12 480 18.05 4.63 4.52 12.96 21.59
C-13 600 15.65 3.84 3.27 9.48 19.88
C-14 720 11.52 2.32 2.76 7.82 19.19
C-15 1440 3.66 0.45 0.62 2.37 13.96
C-16 2040 1.32 nd nd 0.57 11.67
C-17 2880 0.43 nd nd nd 3.55
C-18 4320 nd nd nd nd nd
Poids (kg) 52 50 53 54 48
Double pesée
P1 (mg) 18399.3  17866.8 182255 18413.3 10624
P2 (mg) 6775.1 6843.6 6868.5 6800.5 5058.4
Densité (mg/mL) 1043 1043 1043 1043 1125.5
Dose (mg) 1114 1057 1089 1113 989
Dose (ng/kg) 21432.6  21137.5 20544.9 20618.6 20604.2

nd : non déterminé (< LOQ)

Pour la double pesée, Pl représente le poids de la seringue contenant le traitement avant
administration et P2 représente le poids de la seringue apres administration
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Tableau 20 : Concentrations plasmatiques en OTC (pug/mL) pour la brebis D en fonction des

temps de prélévement pour les cing traitements et calcul des doses exactes administrées

Numeérode . 0 (min) Période 1 Période2 Période3 Période 4 T.L.AN
prélévement
D-2 1 403.1 371.95 521.88 413.23 396.33
D-3 2 255.01 288.1 370.37 371.01 302.84
D-4 4 192.73 214.87 218.16 203.25 196.77
D-5 8 143.61 163.8 189.07 169.38 144.94
D-6 15 93.85 98.69 110.58 97.29 93.26
D-7 30 61.7 77.66 97.13 53.18 61.66
D-8 60 46.84 72.6 87.65 44.89 38.95
D-9 120 32.95 48.7 74.89 31.59 28.39
D-10 240 22.38 24.89 39.36 18.13 19.04
D-11 360 15.57 23.73 29.28 16.13 17.02
D-12 480 10.61 13.33 13.51 9.97 10.53
D-13 600 7.36 11.5 10.71 7.73 7.3
D-14 720 5.11 6.6 8.87 5.3 12.2
D-15 1440 1.26 1.68 2.62 1.34 3.81
D-16 2040 0.46 0.49 0.97 0.54 1.1
D-17 2880 nd nd nd 0.33 1.81
D-18 4320 nd nd nd nd nd
Poids (kg) 42 41 42 41 37
Double pesée
P1 (mg) 15964.5 157729 164223 158564  9281.3
P2 (mg) 6807.6 6846.2 7484 6842.6 5047.9
Densité (mg/mL) 1043 1043 1043 1043 1125.5
Dose (mg) 878 856 857 864 752
Dose (ng/kg) 20903.3 20874.8 20404.3 21078.5 20331.6

nd : non déterminé (< LOQ)

Pour la double pesée, Pl représente le poids de la seringue contenant le traitement avant
administration et P2 représente le poids de la seringue apres administration
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Tableau 21 : Concentrations plasmatiques en OTC (pug/mL) pour la brebis E en fonction des

temps de prélévement pour les cing traitements et calcul des doses exactes administrées

Numeérode . 0 (min) Période 1 Période2 Période3 Période 4 T.L.AN
prélévement
E-2 1 392.76 311.27 378.51 418.76  300.35
E-3 2 252.34 226.16 294.55 345.35 297.38
E-4 4 179.05 156.58 218.45 221.68 177.94
E-5 8 130.63 126.58 126.42 148.15 131.44
E-6 15 71.58 82.03 86.61 91.52 81.03
E-7 30 41.04 38.44 58.2 53.83 61.18
E-8 60 30.14 28.96 42.5 35.35 41.25
E-9 120 20.2 26.93 21.65 24.76 28.13
E-10 240 11.8 14.04 14.82 14.59 18.39
E-11 360 7.7 8.53 8.4 8.84 14.28
E-12 480 5.43 6.57 4.45 6.79 9.92
E-13 600 2.99 3.7 3.29 4.67 6.83
E-14 720 2.38 2.47 3.52 2.6 5.2
E-15 1440 0.83 0.87 0.93 0.61 1.17
E-16 2040 0.69 nd 0.71 nd 0.34
E-17 2880 0.45 nd nd nd nd
E-18 4320 nd nd nd nd nd
Poids (kg) 43 41 44 43 40
Double pesée
P1 (mg) 16269.7  15764.3 16257.5 16196.5  9695.3
P2 (mg) 6787.9 6853  6832.6 68384  5048.8
Densité (mg/mL) 1043 1043 1043 1043 11255
Dose (mg) 909 854 904 897 826
Dose (ug/kg) 21141.6  20838.8  20537.1 20865.8 20641.9

nd : non déterminé (< LOQ)

Pour la double pesée, Pl représente le poids de la seringue contenant le traitement avant
administration et P2 représente le poids de la seringue apres administration
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Tableau 22 : Concentrations plasmatiques en OTC (ug/mL) pour la brebis F en fonction des

temps de prélévement pour les cing traitements et calcul des doses exactes administrées

Numeérode . 0 (min) Période 1 Période2 Période3 Période 4 T.L.AN
prélévement
F-2 1 395.16  473.56 46079 583.97 453
F3 2 29335 34946 32558 42543  380.34
F-4 4 2799 29523 21507 26513 27172
F-5 8 113.53 18438 16287  169.55  166.11
F-6 15 92.2 102.94  109.81 11291  117.13
F-7 30 7444 6974  63.48 60.1 66.26
F-8 60 3657 5299 4578 362 4473
F-9 120 2389 2943 4073 29.67 3235
F-10 240 1182 23.18 33.76 1872 33.15
F-11 360 7.12 1487  23.87 17 3231
F-12 480 4.62 1169  31.82 1131 34.01
F-13 600 3.15 8.89 25.05 1052 3142
F-14 720 1.85 6.33 25.78 10.95  27.55
F-15 1440 0.56 1.06 7.53 3.37 21.17
F-16 2040 0.35 nd 3.74 1 10.08
F-17 2880 0.34 nd 245 0.81 2.57
F-18 4320 nd nd 2.04 nd 0.32
Poids (kg) 48 48 49 50 47
Double pesée
Pl (mg) 17244.6 175415 174361 178004 10511.3
P2 (mg) 68204 68415 69019  6837.6  5093.1
Densité (mg/mL) 1043 1043 1043 1043 11255
Dose (mg) 999 1026 1010 1051 963
Dose (ug/kg) 20821.7  21372.6  20612.0  21021.7 20485.3

nd : non déterminé (< LOQ)

Pour la double pesée, Pl représente le poids de la seringue contenant le traitement avant
administration et P2 représente le poids de la seringue apres administration
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Tableau 23 : Concentrations plasmatiques en OTC (pg/mL) pour la brebis G en fonction des

temps de prélévement pour les cing traitements et calcul des doses exactes administrées

Numeérode . 0 (min) Période 1 Période2 Période3 Période 4 T.L.AN
prélévement
G-2 1 598.1 466.38 437.44  346.04
G-3 2 307.44 287.92 354.8 309.96  284.62
G-4 4 263.06 236.9 220.02 235.88 204.81
G-5 8 180.85 157.74 170.01 164.33 147.37
G-6 15 133.75 117.64 104.2 130.49 96.97
G-7 30 83.17 71.27 75.76 72.53 59.06
G-8 60 75.86 41.89 58.28 62.11 49.64
G-9 120 46.63 35.18 37.95 37.77 37.24
G-10 240 22.2 22.86 18.47 26.94 26.66
G-11 360 18.38 18.25 14.35 23.54 27.68
G-12 480 16.8 13.68 11.72 17.26 23.83
G-13 600 12.77 8.71 10.97 12.71 20.49
G-14 720 9.61 6.5 5.85 10.15 17.63
G-15 1440 2.28 1.84 2.05 3.36 6.58
G-16 2040 0.65 nd 1.54 1.05 2.11
G-17 2880 nd nd 1.22 0.56 0.39
G-18 4320 nd nd 1.41 nd nd
Poids (kg) 40 39 40 40 38
Double pesée
P1 (mg) 15591.3  15503.3 15766.3 15690.5  9460.6
P2 (mg) 6783.5 6855.5 6836.6 6895 5077.4
Densité (mg/mL) 1043 1043 1043 1043 1125.5
Dose (mg) 844 829 856 843 779
Dose (ug/kg) 21111.7  21259.7 21403.9 21082.2 20497.1

nd : non déterminé (< LOQ)

Pour la double pesée, Pl représente le poids de la seringue contenant le traitement avant
administration et P2 représente le poids de la seringue apres administration
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Tableau 24 : Concentrations plasmatiques en OTC (pg/mL) pour la brebis H en fonction des

temps de prélévement pour les cing traitements et calcul des doses exactes administrées

Numeérode . 0 (min) Période 1 Période2 Période3 Période 4 T.L.AN
prélévement
H-2 1 410.29 262.44 476.23 341.81 498.93
H-3 2 259.18 212.22 340 283.33 299.13
H-4 4 194.75 204.63 229.43 216.11 207.23
H-5 8 126.15 145.33 168.94 149.64 131.05
H-6 15 88.97 68.06 100.82 96.42 84.25
H-7 30 54.77 55.46 63.57 59.37 50.29
H-8 60 50.19 43.71 40.89 49.02 36.29
H-9 120 30.96 21.39 34.35 27.36 27.68
H-10 240 20.51 9.3 19.6 20.76 21
H-11 360 14.19 8.85 15.47 16.06 19.2
H-12 480 12.67 8.77 13.06 13.44 15.75
H-13 600 7.28 5.41 8.85 8.49 15.66
H-14 720 5.23 5.21 6.45 6.38 11.87
H-15 1440 1.04 1.27 1.52 2.03 4.77
H-16 2040 0.53 nd 0.89 0.83 1.43
H-17 2880 0.44 nd 0.69 nd 0.44
H-18 4320 nd nd nd nd nd
Poids (kg) 43 46 47 47 42
Double pesée
P1 (mg) 16237.5  16845.3 17231 17119.4  9924.4
P2 (mg) 6818.5 6882.6 6928.3 6824.7 5059.8
Densité (mg/mL) 1043 1043 1043 1043 1125.5
Dose (mg) 903 955 988 987 864
Dose (ng/kg) 21001.6  20765.1  21016.9 21000.6 20581.8

nd : non déterminé (< LOQ)

Pour la double pesée, Pl représente le poids de la seringue contenant le traitement avant
administration et P2 représente le poids de la seringue apres administration
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Tableau 25 : Concentrations plasmatiques en OTC (pg/mL) pour la brebis M en fonction des

temps de prélévement pour les cing traitements et calcul des doses exactes administrées

Numeérode . 0 (min) Période 1 Période2 Période3 Période 4 T.L.AN
prélévement
M-2 1 236.67 439.55 811.44 498.64  405.02
M-3 2 143.41 289.2 665.24 397.91 362.1
M-4 4 107.19 215.02 353.51 254.71 282.4
M-5 8 62.72 172.07 244.27 175.38 161.38
M-6 15 39.95 109.66 127.48 118.39 104.99
M-7 30 25.71 78.14 71.07 61.62 60.84
M-8 60 14.61 53.62 52.28 32.03 35.05
M-9 120 9.51 27.68 28.82 24.05 31.09
M-10 240 5.64 14.52 15.9 11.78 23.79
M-11 360 4.65 7.93 12.87 9.45 20.91
M-12 480 3.2 6.11 9.66 5.88 17.21
M-13 600 2.29 3.79 7.54 3.35 12.81
M-14 720 2.08 3.29 5.51 2.55 15.71
M-15 1440 0.49 0.53 1.47 0.53 3.56
M-16 2040 nd nd 0.64 nd 1.02
M-17 2880 nd nd nd nd nd
M-18 4320 nd nd nd nd nd
Poids (kg) 53 52 53 52 53
Double pesée
P1 (mg) 18861.3  18218.4 18392.8  8348.6  11039.7
P2 (mg) 7328.2 6804.5 6856 6821 5040.3
Densité (mg/mL) 1043 1043 1043 1043 1125.5
Dose (mg) 1106 1094 1106 1105 1066
Dose (ng/kg) 20863.4 21044.9 20870.1 21254.5 20114.8

nd : non déterminé (< LOQ)

Pour la double pesée, Pl représente le poids de la seringue contenant le traitement avant
administration et P2 représente le poids de la seringue apres administration
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Tableau 26 : Concentrations plasmatiques en OTC (pg/mL) pour la brebis J en fonction des

temps de prélévement pour les cing traitements et calcul des doses exactes administrées

Numeérode . 0 (min) Période 1 Période2 Période3 Période 4 T.L.AN
prélévement
]2 1 411 28516 486.75 4323
J-3 2 30247 26229 38516 292.02
J-4 4 24133 180.19 28134  182.23
J-5 8 160.62  155.19  131.17 18827  146.82
J-6 15 11235 11223 8532 14025 946
17 30 76.87 71.66 6179 7541  57.09
J-8 60 68.08 56.64  46.18 7184 40.59
J-9 120 5757 3936 29.68 3701 31.94
J-10 240 37.73 26.15 3178 2347 2286
J-11 360 30.66 2514 21.49 1742 17.63
J-12 480 2171 2451 15.39 13.45
J-13 600 1777 23.56 12.71 1149 1031
J-14 720 15.64 16.93 8.12 9.03 7.99
J-15 1440 5.66 6.01 3.46 1.8 247
J-16 2040 1.58 1.69 1.15 122 0.65
J-17 2880 0.9 nd 0.64 nd 0.47
J-18 4320 nd nd nd nd nd
Poids (kg) 36 38 39 38 34
Double pesée
P1 (mg) 14679.6  15298.8  15263.4  15263.6 89572
P2 (mg) 67983  6863.6 6841  6840.8  5041.8
Densité (mg/mL) 1043 1043 1043 1043 11255
Dose (mg) 756 809 808 808 696
Dose (ng/kg) 20989.9 212827 20705.6  21251.5  20463.6

nd : non déterminé (< LOQ)

Pour la double pesée, Pl représente le poids de la seringue contenant le traitement avant
administration et P2 représente le poids de la seringue apres administration
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Tableau 27 : Concentrations plasmatiques en OTC (pug/mL) pour la brebis K en fonction des

temps de prélévement pour les cing traitements et calcul des doses exactes administrées

Numeérode . 0 (min) Période 1 Période2 Période3 Période 4 T.L.AN
prélévement
K-2 1 319 290.81 439.78 59791 343.76
K-3 2 263.67 242.69 321.68 394.84  292.95
K-4 4 204.59 169.61 185.06 259.41 181.6
K-5 8 147.6 100.01 163.41 138.43 128.59
K-6 15 89.39 81.25 108.81 87.5 86.94
K-7 30 54.5 47.14 57.31 53.79 64.92
K-8 60 51.12 32.93 39.61 52.97 46.46
K-9 120 25.83 24.13 29.74 29.14 33.02
K-10 240 15.67 11.23 20.9 20.16 27.33
K-11 360 11.68 10.66 20.03 11.98 21.52
K-12 480 9.94 10.02 16.61 8.18 21.03
K-13 600 4.7 6.1 10.88 5.72 12.37
K-14 720 3.6 5.13 9.35 5.07 11.13
K-15 1440 0.95 0.89 1.62 1.33 2.88
K-16 2040 nd 0.69 0.67 0.53 0.92
K-17 2880 nd nd nd nd nd
K-18 4320 nd nd nd nd nd
Poids (kg) 45 47 47 44 45
Double pesée
P1 (mg) 16637.8  17027.8 17157 16529.4 10185.2
P2 (mg) 6762.2 6864 6866.5 6818.2 5058.1
Densité (mg/mL) 1043 1043 1043 1043 1125.5
Dose (mg) 947 974 987 931 911
Dose (ng/kg) 21041.0  20733.6  20992.0 21161.0 20246.2

nd : non déterminé (< LOQ)

Pour la double pesée, Pl représente le poids de la seringue contenant le traitement avant
administration et P2 représente le poids de la seringue apres administration
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Tableau 28 : Concentrations plasmatiques en OTC (png/mL) pour la brebis L en fonction des

temps de prélévement pour les cing traitements et calcul des doses exactes administrées

Numeérode . 0 (min) Période 1 Période2 Période3 Période 4 T.L.AN
prélévement
L-2 1 316.62 480.64  394.75
L-3 2 289.51 219.35 335.81 206.11 319.79
L-4 4 244.03 215.74 205.91 191.39 199.41
L-5 8 145.81 138.11 137.35 105 158.87
L-6 15 89.48 88.77 101.46 53.34 99.13
L-7 30 70.5 60.15 87.62 51.7 66.84
L-8 60 58.84 36.7 59.12 33.96 49.8
L-9 120 33.9 25.65 33.35 23.74 38.19
L-10 240 22.11 12.91 21.4 15.93 25.17
L-11 360 16.97 11.39 17.38 11.29 15.31
L-12 480 10.2 7.46 13.97 7.75 16.65
L-13 600 9.64 5.45 10.05 5.39 15.92
L-14 720 5.44 2.81 8.68 3.92 9.09
L-15 1440 1.05 0.74 2.22 0.78 2.55
L-16 2040 nd 0.06 0.72 nd 0.8
L-17 2880 nd nd nd nd nd
L-18 4320 nd nd nd nd nd
Poids (kg) 48 48 51 48 48
Double pesée
P1 (mg) 174379  17507.5 18178 17473.8 10524.1
P2 (mg) 6763.5 6831.7 6910.2 6853.6 5061
Densité (mg/mL) 1043 1043 1043 1043 1125.5
Dose (mg) 1023 1024 1080 1018 971
Dose (ng/kg) 21321.5 21324.3  21182.9 21213.2 20224.7

nd : non déterminé (< LOQ)

Pour la double pesée, Pl représente le poids de la seringue contenant le traitement avant
administration et P2 représente le poids de la seringue apres administration
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Figure 9 : Représentations graphiques semi-logarithmiques des concentrations plasmatiques d’OTC obtenues

chez les brebis A, B et C pour les cinq traitements
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Figure 10 : Représentations graphiques semi-logarithmiques des concentrations plasmatiques d’OTC obtenues

chez les brebis D, E et F pour les cinq traitements
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Figure 11 : Représentations graphiques semi-logarithmiques des concentrations plasmatiques d’OTC obtenues

chez les brebis G, H et M pour les cinq traitements
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Figure 12 : Représentations graphiques semi-logarithmiques des concentrations plasmatiques d’OTC obtenues

chez les brebis J, K et L pour les cinq traitements
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ANNEXE 8

Tableau 29 : Concentrations plasmatiques moyennes (+ SD) des 12 brebis en OTC (pug/mL)

obtenues pour chaque temps de prélévement et pour chaque traitement d’OTC (20 mg/kg)

Temps TRAITEMENTS
(min) 1 2 3 4 5
1 402.0 + 69.44 470.5 + 142.75 393.2+97.70 483.2 +118.17 418.6 + 65.67
2 306.4 +48.21 343.2 £90.17 292.7 + 63.50 341.9+118.49 323.6 £ 38.26
4 2242 +22.68 239.6 = 38.62 199.7 £ 48.97 243.0 £ 49.53 219.7 £ 37.32
8 155.5 +24.28 166.1 + 24.52 140.1 +32.42 160.3 +37.79 153.3+19.55
15 103.6 £ 14.30 105.0 + 18.58 95.1 £23.54 100.1 £24.42 99.3 +12.12
30 66.5 +12.02 67.5+11.25 60.2 +17.92 61.9+10.96 61.8 £ 6.63
60 482 +15.29 51.6+11.32 44.4 £ 18.70 45.4 +11.88 44.0 £ 5.44
120 344 +14.29 342+ 11.14 29.2 +£10.78 293 +6.76 33.0+4.31
240 23.1+£9.18 20.5+9.24 19.3 £ 6.69 17.3 £4.21 25.7+4.84
360 18.6 +7.08 15.8 £7.98 15.1£5.52 12.6 £3.34 21.6 £6.23
480 14.7 £ 7.80 11.6 £ 6.69 11.6 £4.26 8.8+2091 18.5+6.74
600 11.7+7.16 9.1+£6.48 8.4+345 6.8 £2.77 15.5+6.86
720 9.3 +6.63 7.7 +6.59 6.2 +2.60 4.8 +2.01 13.4+6.18
1440 2.8%2.16 1.9+1.65 1.6 £0.85 1.2+0.49 6.1£5.79
2040 1.2£0.94 1.0£0.49 0.6 £0.21 0.7+£0.39 2.8 +£3.83
2880 0.9+0.86 0.7 £0.26 0.5+0.14 0.7 £0.39 1.3+1.20
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ANNEXE 9

Tableau 30 : Paramétres PK de I’OTC (analyse non-compartimentale) pour les six premiéres

brebis apres administration d’une dose de 20 mg/kg par voie 1.v.

AUC Cl Vs

Animal Période Traitement (ng.h/mL)  (mL/min/kg) (L/kg)

A 1 1 438.0857 0.7918 0.3935
A 2 4 333.9103 1.0419 0.3389
A 3 2 741.9460 0.4669 0.2596
A 4 3 259.5197 1.3364 0.5004
A 5 5 610.8289 0.5581 0.3460
B 1 1 441.7949 0.7908 0.5013
B 2 4 326.2480 1.0596 0.3546
B 3 2 415.0951 0.8369 0.2617
B 4 3 257.3780 1.3459 0.5329
B 5 5 467.2003 0.7381 0.3901
C 1 1 506.9808 0.7046 0.3533
C 2 4 218.7688 1.6103 0.3519
C 3 2 267.3974 1.2805 0.2706
C 4 3 352.2826 0.9755 0.4011
C 5 5 905.5917 0.3792 0.4403
D 1 4 334.9042 1.0403 0.3492
D 2 3 437.1835 0.7958 0.2627
D 3 1 578.1181 0.5882 0.2101
D 4 2 335.9157 1.0458 0.4482
D 5 5 433.1178 0.7824 0.5387
E 1 4 232.1659 1.5177 1.0715
E 2 3 223.0551 1.5571 0.4887
E 3 1 255.0149 1.3422 0.5589
E 4 2 241.3685 1.4408 0.3559
E 5 5 300.7830 1.1438 0.3801
F 1 4 243.9657 1.4224 0.7766
F 2 3 357.5686 0.9962 0.2976
F 3 1 892.4830 0.3849 0.5998
F 4 2 439.0212 0.7981 0.5457
F 5 5 1043.5613 0.3272 0.3183
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Tableau 31 : Paramétres PK de I’OTC (analyse non-compartimentale) pour les six dernieres

brebis apres administration d’une dose de 20 mg/kg par voie 1.v.

AUC Cl Vs

Animal Période Traitement (ng.h/mL) (mL/min/kg) (L/kg)

G 1 3 482.5242 0.7292 0.2619
G 2 2 375.6069 0.9433 0.3519
G 3 4 486.1052 0.7339 1.0173
G 4 1 496.6018 0.7075 0.3596
G 5 5 597.5657 0.5717 0.3385
H 1 3 346.9322 1.0089 0.5362
H 2 2 254.4606 1.3601 0.4938
H 3 4 391.4711 0.8948 0.6305
H 4 1 356.2868 0.9824 0.4147
H 5 5 452.3928 0.7583 0.4398
M 1 3 117.3063 2.9642* 0.9535
M 2 2 280.5774 1.2501 0.2659
M 3 4 368.0984 0.945 0.3125
M 4 1 243.1732 1.4567 0.3247
M 5 5 475.3166 0.7053 0.3462
J 1 2 652.8579 0.5358 0.3195
J 2 1 600.8988 0.5903 0.3228
J 3 3 439.9462 0.7844 0.4486
J 4 4 460.0662 0.7699 0.3479
J 5 5 394.4354 0.8647 0.4747
K 1 2 276.4915 1.2683 0.3769
K 2 1 262.8471 1.3147 0.6230
K 3 3 390.5072 0.8959 0.3650
K 4 4 323.0772 1.0916 0.3665
K 5 5 448.7074 0.7520 0.3429
L 1 2 349.4957 1.0168 0.3030
L 2 1 251.8711 1.4111 0.3508
L 3 3 409.7970 0.8615 0.3385
L 4 4 250.5187 1.4113 0.4148
L 5 5 429.9278 0.7840 0.3299

* valeur aberrante remplacée par sa valeur prédite pour I’analyse statistique
(annexe 10)
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ANNEXE 10

ANALYSE STATISTIQUE

1. Paramétre Clairance plasmatique totale

D’apres le modele statistique, I’ANOVA donne les résultats suivants :

Categorical values encountered during processing are:

PERIODE (4 levels)

1
(12 levels) A

14

ANALYSIS OF VARIANCE

ANIMAL ’ ’ + D/ Ey
SEQUENCE (4 levels) 1, 2, 3, 4
TRAITEMENT (4 levels) 1, 2, 3, 4
Dep Var: CLAIRANCE

N: 48

Source Sum-of-Squares
PERIODE 0.861 3
SEQUENCE 0.202 3
TRAITEMENT 0.497 3
ANIMAL (SEQUENCE) 3.247 8
Error 3.407 30

o O OO

df Mean-Square

.287
.067
.166
.406

.114

*%*% WARNING ***

Case 41 is an outlier

Les résultats PK présentent une valeur

aberrante (« Outlier ») la valeur de la
clairance plasmatique de la brebis M lors de la
premiere période (traitement 3). La valeur
obtenue avec cette brebis lors de ’étude des
résidus studentisés a en effet été largement

supérieure a 2 comme le montre le diagramme

ci-contre.

129

(Studentized Residual =

F-ratio P
2.526 0.076
0.594 0.624
1.460 0.245
3.574 0.005

6.210)

STUDENT
o—meJ?mm\l

o
N =
I I

o

CLAIRANCE

<= OQutlier



Pour ne pas casser I’analyse du plan crossover, nous avons déterminé la valeur de la clairance

(de la brebis M, pour la période 1) prédite par le modele statistique.

Une ANOVA a ¢été faite en enlevant 1’outlier afin d’éviter toute « pollution » des résultats
(N =47)

Categorical values encountered during processing are:
TRAITEMENT (4 levels) 1, 2,
SEQUENCE (4 levels) 1, 2, 3, 4
ANIMAL (12 levels) A, B, C, D, E, F, G, H, M, J, K, L
PERIODE (4 levels) 1, 2, 3

Dep Var: CLAIRANCE

N: 47
CLAIRANCE

CONSTANT 1.028
TRAITEMENT 1 -0.106
TRAITEMENT 2 -0.008
TRAITEMENT 3 0.013
SEQUENCE 1 -0.008
SEQUENCE 2 0.050
SEQUENCE 3 -0.010
PERIODE 1 -0.026
PERIODE 2 0.133
PERIODE 3 -0.193
ANIMAL A

SEQUENCE 1 -0.111
ANIMAL B

SEQUENCE 1 -0.012
ANIMAL D

SEQUENCE 2 -0.210
ANIMAL E

SEQUENCE 2 0.387
ANIMAL G

SEQUENCE 3 -0.239
ANIMAL H

SEQUENCE 3 0.044
ANIMAL J

SEQUENCE 4 -0.326
ANIMAL K

SEQUENCE 4 0.147
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Source

TRAITEMENT
SEQUENCE
PERIODE
ANIMAL (SEQUENCE)

EFrror

D’apres le modele, la valeur prédite de 1’outlier est :

En remplacant avec les valeurs numériques obtenues, on trouve :

R O O O

ANALYSIS OF VARIANCE

Sum-of-Squares

.257
.044
.7155
. 991

.462

df

0 W W W

29

Mean-Square

O O OO

.086
.015
.252
.249

.050

YM=u+T3+S3+P1+Am/S3
avece A(;/S:; + A]—[/S3 + AM/S3 =()

F-ratio

o O

.702
.288
.994
.935

Yy =1.028 +0.013 — 0.01 — 0.026 + (0.239 — 0.044) = 1.2

La valeur de I’outlier prédite par le mode¢le statistique est donc 1.2 mL/min/kg.

O O O O

.188
.834
.006
.001

Nous avons remplacé dans le plan crossover la valeur de 1’outlier par la valeur prédite. La

nouvelle ANOVA nous a donné les résultats suivants :

Categorical values encountered during processing are:

TRAITEMENT (4 levels

SEQUENCE (4 levels
ANIMAL (12 levels)
PERIODE (4 levels)

Dep Var: CLAIRANCE
N: 48

Source

TRAITEMENT
SEQUENCE
PERIODE
ANIMAL (SEQUENCE)

Error

)

1.

)
1,

0.258
0.
0
2

044

.756
.039

462

Sum-of-Squares

0o www
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G,

ANaLYSIS OF VARIANCE

.086
.015
.252
.255

.049

H, M, J, K, L

df Mean-Square

1.762
0.299
5.173
5.229

F-ratio

O OOoOOo

.176
.826
.005
.000



CLAIRANCE PAR ANIMAL
(4 traitements confondus)

Least Squares Means

2.0 T
ANIMAL A 0.909
¢ 1o iy ANIMAL B 1.008
E | | ANIMAL C 1.143
3 ANIMAL D 0.868
o5l i ANIMAL E 1.464
ANIMAL F 0.900
ool ANTMAL G 0.778
ANIMAL H 1.062
PERIODE ANIMAL M 1.213
ANIMAL J 0.670
ANIMAL K 1.143
ANIMAL L 1.175
Least Squares Means Least Squares Means
2.0 20
w15 . 15 A
:
% 1.0F E/}***ﬁ/i . % T
(8] o
0.51 7 0.5 7
ool o
TRAITEMENT SEQUENCE

Seuls deux effets sont significatifs (P < 0.05) : ’effet Période et I’effet Animal.

L’effet Séquence doit étre testé par rapport a la variance

(Animal/Séquence).

Test for effect called: SEQUENCE

Test or HYPOTHESIS

Source SS df MS F
Hypothesis 0.044 3 0.015 0.057
Error 2.040 8 0.255

L’effet de la Séquence n’est pas significatif.
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En ne tenant plus compte du plan crossover, une derniere ANOVA a été réalisée pour les cinq

traitements (N = 60) avec comme nouveau modele statistique :

Y=p+T+A+E€

Categorical values encountered during processing are:

ANIMAL (12 levels) A
5]

B, C, D, E, F, G, H, M, J, K, L
TRAITEMENT (5 levels) 1, 2, 3, 4, 5

4
) 14 4 14 14

Dep Var: CLAIRANCE

N: 60

AnarysiS OF VARIANCE
Source Sum-of-Squares df Mean-Square F-ratio P
ANIMAL 2.094 11 0.190 3.066 0.004
TRAITEMENT 1.308 4 0.327 5.266 0.001
Error 2.732 44 0.062

Il y a un effet significatif du traitement (P =0.001).

Least squares means

LS Mean SE N
ANIMAL A 0.839 0.111 5
ANIMAL B 0.954 0.111 5
ANIMAL C 0.990 0.111 5
ANIMAL D 0.851 0.111 5
ANIMAL E 1.400 0.111 5
ANIMAL F 0.786 0.111 5
ANIMAL G 0.737 0.111 5
ANIMAL H 1.001 0.111 5
ANIMAL J 0.709 0.111 5
ANIMAL K 1.064 0.111 5
ANIMAL L 1.097 0.111 5
ANIMAL M 1.111 0.111 5

LS Mean SE N
TRAITEMENT 1 0.922 0.072 12
TRAITEMENT 2 1.020 0.072 12
TRAITEMENT 3 1.041 0.072 12
TRAITEMENT 4 1.128 0.072 12
TRAITEMENT 5 0.697 0.072 12
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La comparaison des 4 traitements du plan crossover a été réalisée avec le traitement 5 par un

test de DUNNETT :

Using MSE of 0.062 with 44 df.
Matrix of mean differences from control:

.225
.323
.343
.431
.000

g w N
O O O OO

Dunnett Two Sided Test.
Matrix of pairwise comparison probabilities:

1 0.102
2 0.010
3 0.006
4 0.000
5 1.000

2. Parameétre Volume de distribution a I’état d’équilibre

Afin d’obtenir une distribution normale des données, celles-ci ont subi une transformation
logarithmique avant d’€tre analysées. L’analyse a ét¢ menée de la méme fagon qu’avec le

parametre clairance. On a obtenu les résultats suivants :
Pour I’ANOVA du plan crossover :

Categorical values encountered during processing are:

ANIMAL (12 levels) A
S

B, C, D, E, F, G, H, M, J, K, L
TRAITEMENT (4 levels) 1, 2, 3, 4

4
) 14 4 4

Dep Var: VOLUME DE DISTRIBUTION

N: 48

Anarysis oF VARIANCE
Source Sum-of-Squares df Mean-Square F-ratio P
TRAITEMENT 0.644 3 0.215 1.791 0.170
PERIODE 0.373 3 0.124 1.037 0.390
SEQUENCE 0.432 3 0.144 1.203 0.325
ANIMAL (SEQUENCE) 1.179 8 0.147 1.230 0.316
Error 3.594 30 0.120
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Aucun effet n’est significatif.
Pour le test de I’effet séquence :

Test for effect called: SEQUENCE

Test or HypPoTHESIS

Source SS df MS F P
Hypothesis 0.432 3 0.144 0.981 0.449
Error 1.176 8 0.147

L’effet de la séquence n’est pas significatif.

En ne tenant plus compte du plan crossover, ’ANOVA a été (pour les cinq traitements) :

Categorical values encountered during processing are:

ANIMAL (12 levels) A
S

B, ¢, b, E, F, G, H, M, J, K, L
TRAITEMENT (5 level 1, 2, 3, 4

4
) ’ 4 4 4 5

Dep Var: VOLUME DE DISTRIBUTION

N: 60

Anarysis oF VARIANCE
Source Sum-of-Squares df Mean-Square F-ratio P
TRAITEMENT 0.672 4 0.168 1.552 0.204
ANIMAL 1.120 11 0.102 0.941 0.512
Error 4.763 44 0.108

Il n’y a donc pas d’effet du traitement.
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Nom : SPERANZA Prénom : Estéve

Titre : Effet de la 2-pyrrolidone sur les paramétres pharmacocinétiques de
I"oxytétracycline administrée par voie intraveineuse chez le mouton

Toulouse, 2001

RESUME DE LA THESE

Looxytétracyeline (OTC) est un antibiotique de fa famille des tétracyclines disponible en médecine
veterinaire sous deux formulations injectables : une conventionnelle et une “longue action”. Cette
dernicre, destinée a la voie intramusculaire, comporte pour principal excipient la 2-pyrrolidone (2-P).
La premiere partie de cette thése rappelle les données bibliographiques de I'OTC. la 2-P et la
pharmacacinétique des différentes formulations d’OTC. La deuxiéme partie présente spécifiquement
I"¢tude de Ieffet de la 2-P sur les paramétres pharmacocinétiques de I'OTC. Des doses de 20 mg/kg
"OTC conventionnelle seule ou mélangée a des quantités croissantes de 2-P ont été administrées par
voie intraveineuse & 12 ovins selon un plan crossover 4 périodes. Toutes les brebis ont ensuite reu
une administration de la formulation “longue action” par voie intraveineuse a la dose de 20 mg/kg. Les
résultats principaux de cefte étude sont que, par comparaison a la formulation conventionnelle, la 2-P
n'influence pas la pharmacecinétique de I'OTC, et qu’il n’existe pas de différence pharmacocinétique
entre la formulation conventionnelle et la formulation “longue action” aprés une administration
intraveineuse.

Mots-clés ;  pharmacocinétique, clairance, excipient, antibiotique, tétracycline, oxytétracycline,
ovin ;

nglish title : Effect of 2-pyrrolidone on pharmacokinetic parameters of oiytetrncycline
administered intravenously in ewes

ABSTRACT

Oxytetracycline (OTC). an antibiotic of the tetracycline family, is used in veterinary medicine as a
“short-acting™ and a “lang-acting” injectable formulation for intramuscular use. The main excipient of
this latter is 2-pyrrolidone (2-P). A survey, based upon available information in the literature on OTC,
2-Pand disposition of “short-acting” and “long-acting” OTC formulations, is made in the first part of
this work. In the second part, the results of an experimental study on the effect of 2-P on the
pharmacokinetic parameters of OTC in 12 ewes are reported. A 4-way crossover experiment was
performed. 20 mg/kg of a “short-acting” formulation was administered intravenously alone or with
increasing doses of 2-P. At the end of this experiment, all ewes received intravenously 20 mg/kg of a
“long-acting™ formulation. In this study, 2-P did not change any pharmacokinetic parameter of the
OTC “short-acting” formulation, and pharmacokinetics of intravenously administered “long-acting”

and “short-acting” formulations did not significantly differ.

Key words : pharmacokinetics, clearance, vehicle, antibiotic, tetracycline, oxytetracycline, ovine
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