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Liste des abréviations :

AMM : Autorisation de Mise sur le Marché
AUC : Area Under the Curve (aire sous la courbe)
CK : Créatine Kinase

Cl : Clairance

Cmax : Concentration maximale

CMB : Concentration Minimale Bactéricide
CMI : Concentration Minimale Inhibitrice
EPA : Effet Post Antibiotique

F : Biodisponibilité

IM : Intramusculaire

IV : Intraveineux

Peni G : Pénicilline G

PK : Pharmacocinétique

PD : Pharmacodynamie

QC : Controble qualité

RCP : Résumé Caractéristique Produit
Tmax : Temps correspondant a Cmax

Tz : Temps de demi-vie

Vd : Volume de distribution

Vss : Volume de distribution a I’équilibre

Vz : Volume de distribution de la phase terminale
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INTRODUCTION

La lutte contre I'antibiorésistance est un défi majeur et mondial de santé publique. La perte
d'efficacité des antibiotiques a des conséquences sur la santé humaine, animale ainsi que sur les
différents écosystemes. La France s’est engagée pour lutter contre 1’antibiorésistance avec le
plan Ecoantibio. Les objectifs de ce plan sont d’améliorer les conditions de vie des animaux,
de faciliter I’acces a des produits autres que les antibiotiques. Une modification durable des
pratiques de prescription des antibiotiques semble indispensable pour réussir ce defi.

Dans un contexte de limitation et d’optimisation des antibiotiques en santé animale en relation
avec le plan Ecoantibio 2 (2017-2021), il apparait primordial d’optimiser les traitements
antibiotiques recommandés en premiére intention chez le cheval, afin de limiter I’apparition de
résistance bactérienne contre ces derniers.

Chez les équidés, la pénicilline, une bétalactamine, est recommandée en premiére intention
contre les cogues a Gram positif (dont Staphylococcus aureus et les streptocoques), pathogénes
prépondérants chez le cheval. Elle est aussi a privilégier dans un premier temps contre les
bactéries anaérobies et les pasteurelles.

Sur le plan européen, la pénicilline est I’antibiotique le plus utilisé par les vétérinaires mais
quelques inconvénients sont liés a son utilisation, notamment la difficulté d’injections répétées,
de volumes importants en intra-musculaire et I’existence de réaction a la procaine. Ces
difficultés font qu’elle n’est pas toujours en téte des critéres de choix et favorise la prescription
d’antibiotiques de seconde voire de troisiéme intention.

Un des défis de la recherche médicale moderne est donc de limiter ’utilisation des antibiotiques
afin de limiter I’apparition de résistances bactériennes. La médecine équine est également
concernée, les praticiens doivent choisir un antibiotique, un dosage et une durée de traitement
adaptée a I’infection. Une prescription raisonnée des antibiotiques est primordiale pour
conserver I’efficacité des molécules disponibles actuellement pour les cliniciens (Cole 2014).

Pour choisir un antibiotique, le praticien doit tenir compte de deux critéres majeurs : le patient
(son age, son stade physiologique, son état clinique, le site infecté) et le pathogéne possiblement
impliqué qui sera déterminant pour le succeés de la thérapie (Knottenbelt et al. 2015). Les
relations entre 1’hote, 1’agent pathogene et les antibactériens (Reed et al. 2018) sont gouvernées
par des criteres pharmacocinétiques et pharmacodynamiques. Les données pharmacocinétiques
et pharmacodynamiques des pénicillines qui existent dans la littérature datent pour la plupart
des années 1980-1990. Les doses, les fréquences d’administration, les modes et sites
d’injections utilisés lors de ces études sont variables et ne correspondent pas toujours aux
posologies recommandeées dans les RCP des médicaments disponibles sur le marché francais.

Les politiques d’utilisation des antibiotiques ont pour but une meilleure utilisation de ces
derniers. L’objectif est de minimiser I’apparition de résistance et favoriser le succes
thérapeutique, pour cela :

- Les infections virales ne doivent pas étre traitées avec des antibiotiques.
- Des prelevements doivent étre réalisés pour déterminer la nature et la sensibilité de
I’agent pathogene.
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- Les doses doivent étre calculées en fonction du poids du patient et doivent étre
administrées a un intervalle correct pendant une durée déterminée.

- La voie d’administration doit étre choisie attentivement.

- En cas d’échec thérapeutique, une réévaluation compléte du cas devra étre effectuée
pour déterminer s’il s’agit d’une erreur de diagnostic, de sélection de médicament ou
d’une éventuelle complication. (Knottenbelt et al. 2015)

Nous nous proposons dans ce manuscrit de réaliser une étude pharmacocinétique et
pharmacodynamique de trois formulations commerciales francgaises de pénicilline G dans le but
d’optimiser le traitement antibiotique en premiére intention chez le cheval.

Dans une premiere partie bibliographique, nous ferons un rappel général des notions de
pharmacocinétique et pharmacodynamie. Par la suite, nous verrons les propriétés
pharmacologiques des bétalactamines et plus spécifiquement de la pénicilline G.

Dans une seconde partie, expérimentale, nous décrirons le protocole mis en place dans cette
étude par un matériel et méthode puis énoncerons les résultats bruts pour aboutir ensuite sur
une analyse des données obtenues.

L’objectif final de notre étude est de déterminer les parametres pharmacocinétiques et
pharmacodynamiques de différentes formes de pénicilline G afin de pouvoir proposer des
protocoles de traitement efficaces adaptés aux pathogénes rencontrés tout en limitant les
volumes injectés ou en augmentant les intervalles d’administration, ceci afin de favoriser la
prescription et I’observance de la pénicilline G par rapport a d’autres antibiotiques de seconde
ou troisieme intention.
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PARTIE 1 : ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

1) Notions de pharmacocinétique et pharmacodynamie

Dans le traitement contre une infection bactérienne, il est important que la concentration
efficace de ’antibiotique soit rapidement atteinte au site d’infection et qu’elle soit maintenue
pendant une durée adéquate.

Les effets d’un traitement thérapeutique antibiotique dépendent de la sensibilité de la bactérie
a la substance active utilisée, des caractéristiques pharmacocinétiques et de la fréquence
d’administration du principe actif (Giguére Steeve et al. 2013 ; Toutain et al. 2002 ; KATZUNG
2018).

A) Pharmacocinétique (PK)

La pharmacocinétique représente 1’action de 1’organisme sur une substance médicamenteuse
(Reed et al. 2018), il s’agit de 1’étude de la cinétique de I’ Absorption, de la Distribution, du
Métabolisme et de I’Excrétion (acronyme ADME) des médicaments et de leurs réponses
pharmacologiques, thérapeutiques et toxiques.

Nous allons présenter les différents paramétres impliqués dans ce domaine.

1) Biodisponibilité et liaison aux protéines plasmatiques

> Définition de la biodisponibilité

La biodisponibilité (F) est une mesure de disponibilité systémique d’un médicament administré
par une autre voie que celle en intraveineuse (1V). Elle décrit comment un principe actif devient
disponible pour produire son action biologique.

En pratique, la biodisponibilité est définie comme la quantité de principe actif disponible dans
le sang, puisque celui-ci est distribué a l'intégralité du corps (Reed et al. 2018). La quantité
disponible de principe actif est exprimée en pourcentage de la dose administrée et est notée F
(fraction).

La biodisponibilité contrdle I’exposition systémique pour les médicaments administrés par voie
extravasculaire, il faut la distinguer de I’absorption.

La biodisponibilit¢ n’est pas seulement influencée par les paramétres d’absorption du
médicament mais aussi par la forme posologique et le lieu d’administration. Une estimation du
taux d’absorption du principe actif peut étre réalisée par le pic de concentration plasmatique
(Cmax) et le temps (Tmax) pour lequel Cmax a été atteinte (Giguére Steeve et al. 2013).
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Le paramétre Cmax/AUC, qui peut étre calculé, correspond au taux d’absorption du
médicament. AUC est 1’aire sous la courbe de concentration plasmatique pour une dose
équivalente.

= (AUC voie administration/AUC v *100= % Biodisponibilité.

Une autre formule est également disponible pour déterminer F en fonction des doses
extravasculaire et intravasculaire :

AUCvoie testée Dose voie référence
Fo% = — X - - X100
AUCvoie référence Dose voie testée

Si F est significativement inférieure a 100%, la dose du médicament doit étre augmentée, pour
atteindre une concentration systémique en principe actif similaire a une administration en 1V
(Reed et al. 2018).

Dose ajustée= Dose [V/F

» Biodisponibilité et voies d’administrations

L’administration par voie intraveineuse d’une substance assure une disponibilité systémique
complete de celle-ci. Cette voie assure des concentrations plasmatiques élevées qui permettent
d’améliorer la distribution tissulaire mais les concentrations plasmatiques efficaces sont
généralement de plus courtes durées que lors d’administration extravasculaire, et de fait
nécessitent des administrations plus rapprochées du principe actif.

De nombreuses formulations parentérales peuvent étre administrées par voie intramusculaire
ou sous-cutanées. La composition de la formulation, la concentration en substance active et la
dose totale a administrer déterminent la pertinence de la forme injectable en tenant compte de
I’espéce cible.

Le volume d’administration en intramusculaire par point d’injection chez le cheval ne doit pas
excéder 20 mL. Le site d’injection choisi pour I’intramusculaire peut influencer le pic de
concentration et la biodisponibilité de I’antibiotique (Firth et al. 1986).

L’incomplete disponibilité systémique des formulations parentérales peut s’expliquer par une
possible précipitation partielle du principe actif au site d’injection ou par une irritation
tissulaire.

En diminuant le taux d’absorption du principe actif, les préparations longues actions assurent
une concentration plasmatique efficace prolongée et permettent d’espacer le temps entre les
administrations (Giguére Steeve et al. 2013).

> Fixation aux protéines plasmatiques

La fixation aux protéines plasmatiques est le taux (%) de medicament fixé aux protéines
plasmatiques. Seule la fraction libre est active.

La liaison aux protéines plasmatiques limite la disponibilité immédiate pour la distribution
extravasculaire.

Le taux de proteines liées peut influencer la pharmacocinétique du principe actif.

24



Une classification des médicaments peut étre faite selon leur pourcentage de fixation :
- Médicaments fortement fixés (75%)
- Médicaments moyennement fixés (40-75%)
- Meédicaments faiblement fixés. (0-40%)
Une autre classification est faite selon si le médicament est une base faible ou un acide faible.

Pour les medicaments dits « acides faibles », I’albumine est presque exclusivement la protéine
porteuse, la fixation est réversible et I’affinité est généralement élevée.

Pour les médicaments dits « bases faibles », la protéine porteuse est en partie 1’albumine. Pour
les bases faibles, les lipoprotéines, les al-glycoprotéine et les Y-globulines interviennent aussi
de fagon importante dans les phénomenes de liaisons (Labaune Jean-Pierre 1988).

Certains parameétres pharmacocinétiques sont influencés par les variations de la fixation
protéique d’une substance (Labaune Jean-Pierre 1988):

- Le volume de distribution se trouve largement modifié

- Laclairance de fagon complexe

- Le temps de demi-vie.

2) Clairance plasmatique

La clairance plasmatique est la capacité de 1’organisme a éliminer un médicament (exprimee
en volume par unité de temps). Ceci comprend donc le métabolisme et 1’excrétion du principe
actif. La clairance plasmatique ou clairance totale est utilisée pour contrdler I’exposition
systémique du médicament et permet les extrapolations posologiques. Elle est potentiellement
diminuée lors d’insuffisance hépatique ou rénale selon les molécules.

La clairance plasmatique est probablement le paramétre pharmacocinétique le plus important
pour définir un schéma posologique pour un principe actif et est nécessaire pour calculer des
ajustements de doses (Giguére Steeve et al. 2013).

En général, la clairance plasmatique est la somme des clairances hépatiques et rénales et
s’expriment en ml/minxKg.

Clairance plasmatique= Clairance hépatique + Clairance rénale

Contrairement au volume de distribution, les valeurs de clairance doivent étre interprétées en
prenant en compte le débit cardiaque de I’espece considérée. Etant donné que la plupart des
médicaments sont élimines principalement par des mécanismes rénaux et hépatiques, le taux E

d’Excrétion est défini par la relation suivante :
E = Clairance totale

Qc
Avec Q. = débit cardiaque

Sachant que les reins et le foie recoivent 50% du débit cardiaque, I’E global est considéré élevé
s’il est supérieur a 0.35, moyenne pour une valeur d’environ 0.15 et faible pour des valeurs
inférieurs 0.05. Pour les chevaux ayant un débit cardiaque de 55 ml/Kg/min, on considéere
qu’une clairance ¢levée a pour valeur 19 ml/Kg/min, une clairance moyenne de 8.5 mL/kg/min
et faible pour des valeurs de 3.6 mL/Kg/min (Reed et al. 2018).
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La clairance corporelle est utilisée pour la détermination de doses a 1’aide de la formule
. Dose Cl .
suivante : an =7 % Ccible
Avec : ClI, clairance plasmatique ; F, biodisponibilité de la molécule étudiée et Ccinie la
concentration souhaitée en principe actif.

» Clairance rénale
L’excrétion rénale est la voie d’élimination principale des médicaments.
La prise en charge du principe actif par le rein comprend une filtration glomérulaire, une
sécrétion tubulaire active ainsi qu’une réabsorption tubulaire (Reed et al. 2018).

La clairance rénale est définie par la relation :

Clr = CIr + CIs - Fr

Ou Clr est la clairance rénale totale, Clr est la clairance liée a la filtration glomérulaire et Cls
est attribué a la sécrétion tubulaire et Fr la fraction de médicament réabsorbé par le tubule qui
retourne a la circulation.

» Clairance hépatique

L’élimination non rénale des médicaments serait attribuable principalement a des
biotransformations (due au métabolisme hépatique) et a I’excrétion biliaire. La clairance d’un
médicament par le foie est déterminée par :

Cly = (Qu)x (ERH)

Ou Qn est le flux sanguin hépatique et ERnH la capacité intrinseque du foie a extraire le
médicament (Reed et al. 2018).

3) Volume de distribution
> Definition et géneralités

Le volume de distribution (Vd) est une constante de proportionnalité entre la quantité de
médicament dans ’organisme et les concentrations plasmatiques une fois I’équilibre atteint.
Elle est exprimée avec des unités de volume (L/Kg) (Labaune Jean-Pierre 1988 ; KATZUNG
2018).

La valeur numérique de VVd peut donner une indication de la distribution du principe actif dans
I’organisme. La distribution d’un médicament est déterminée par sa capacité a traverser les
membranes biologiques et a atteindre les tissus en dehors du systeme vasculaire.

Les caractéristiques physiques de la molécule du médicament déterminent ses capacités a
traverser les membranes biologiques, ces parametres sont : I’ionisation, la solubilité lipidique,
la taille moléculaire et le degré de liaison des protéines (Reed et al. 2018).
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Dans la littérature, trois volumes de distribution sont décrits : le volume du compartiment
central (Vdc), le volume de distribution a I’état d’équilibre (Vdss) et le volume de distribution
calculé par la méthode des aires (Vdarea) (Reed et al. 2018).

Juste apres une dose en intraveineuse, la concentration plasmatique du meédicament est
maximale.

Le volume du compartiment central (Vdc) est le volume apparent a partir duquel se produit
I’élimination du médicament par les reins et le foie qui appartiennent au compartiment central.
Il permet de calculer des doses de charges qui permettent d’atteindre immédiatement les
concentrations efficaces (Reed et al. 2018).

Dose
CcO0

Vdc =
Avec Co la concentration au temps zéro.

Un médicament administré par voie veineuse se distribue rapidement dans le milieu
extracellulaire. Si la molécule ne traverse pas facilement les membranes lipidiques, elle restera
principalement dans le fluide extracellulaire et la concentration plasmatique de cette molécule
sera élevée. Au contraire, des principes actifs qui traversent bien les membranes se distribueront
dans les tissus.

Pour les médicaments hautement solubles, le VVd. est supérieur a 1L/kg, ce volume est souvent
considéré comme le volume de distribution a I’état stable.

La valeur de Vd lorsque le pseudoéquilibre est atteint est :
AUCO

B

Vd area = Dose X

Avec AUC aire sous la courbe la concentration plasmatique et  la constante d’élimination.

A
P

Vd,

Concentration

Plasma

k-
F

Time

Psaudoequilibrium

Figure 1: Représentation graphique de la différence entre le volume du compartiment central et le volume de distribution
Vdgreq. Source : (Reed et al. 2018)

Dans la plupart du temps, aprés une seule dose intraveineuse, le médicament est distribué et
commence a étre eliminé de fagon simultanée.

Dans le cas d’une perfusion intraveineuse ou d’un régime a doses multiples, aprés un temps

donné, le taux d’entrée de principe actif dans 1’organisme Sera égal a son taux d’élimination,
c’est I’état d’équilibre ou I’organisme peut étre considéré comme un systeme fermé. Le Vd
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utilisé dans ce cas est le Vdss (Volume de distribution a 1’¢état stable) définie par la relation si
dessous :

\Vdss=Principe actif dans I’organisme & I’état stable/ Concentration dans le plasmd

Tissue

Plasma

Concentration

Steady-state equilibrium

Figure 2: Représentation graphique du volume de distribution quand les concentrations plasmatiques sont mesurées a I’état
d’équilibre. Source: (Reed et al. 2018)
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LOW-VD DRUGS (<0.3 L/KG)
Penicillins

Cephalosporins

Aminoglycosides

Monsteroidal antinflammatory drugs

MEDIUM-VD DRUGS (>0.3-<1 L/KG)

Phenocbarbital
Sulfonamides
Prednisolona
Rifampin

HIGH-VD DRUGS (>1L/KG)

Macrolides
Tetracyclines
Fluoroquinolones
Chloramphanicol
Metronidazole
Trimethoprim
Dexamethasona
Furosemide
ketamine
Diazepam
Firocoxib

Figure 3: Volume de distribution de certains médicaments utilisés couramment chez
le cheval. Source : (Reed et al., 2018)

» Utilisation clinique du volume de distribution

- Vd est utilisé pour prédire la concentration plasmatique initiale du médicament apres
un bolus IV lorsqu’une dose de charge est nécessaire pour atteindre rapidement les
concentrations thérapeutiques.

- Vdss est utilisé pour calculer la dose de charge quand il est nécessaire d’atteindre
rapidement les concentrations a 1’état d’équilibre.

- Vdarea est utilisé pour prédire la quantité de médicament restante dans I’organisme.
» Parametres influencant le volume de distribution

Le volume de distribution dépend principalement de la fixation protéique du composé, des
propriétés physicochimiques de la substance mais également du taux d’irrigation des tissus ainsi
que de l’affinité particuliére possible de certains organes avec la substance. Lors d’états
pathologiques ou de changements physiologiques, certains parametres cités ci-dessus peuvent
étre modifiés et de ce fait le VVd aussi (Labaune Jean-Pierre, 1988).

Les médicaments avec des valeurs de VVd importantes sont généralement tres liposolubles, leur
Vd ne sera donc que peu affecté par des variations de volume d’eau totale et ne nécessitent pas
d’ajustement de doses.
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Néanmoins, les médicaments avec de faibles valeurs de Vd comme la pénicilline sont plus
affectés par des états pathologiques et peuvent nécessiter des ajustements de doses.

Les états de coliques chez les chevaux et le pourcentage d’eau physiologique augmentés chez
les poulains nouveau-nés (80% contre 60% pour les adultes) sont des exemples de cas ou le Vd
de médicament peut étre modifié. (Reed et al. 2018)

4) Temps de demi-vie

C’est le temps nécessaire pour diviser par deux les concentrations plasmatiques lorsqu’on se
trouve dans la phase terminale de 1’¢limination du médicament. Il permet de définir I’intervalle
d’administration et de prédire le délai nécessaire pour atteindre 1’équilibre.

Le temps de demi-vie est contr6lé par la clairance plasmatique et le volume de distribution.
Les variations du temps de demi-vie sont le plus souvent liées a des modifications de clairance
plasmatique.

Pour les voies intramusculaire et sous-cutanée, les temps de demi-vies sont généralement plus
longs que pour la voie intraveineuse.

Le temps de demi-vie d’un médicament détermine le temps nécessaire pour atteindre 1’état
d’équilibre lors d’administrations répétées (Toutain 2012).

= 0.693 X Volume de distribution
Clairance plasmatique

Temps de demi — vie

B) Pharmacodynamie (PD)

La pharmacodynamie (PD) est I’étude de 1’exposition de 1’organisme au médicament et de ses
relations avec les effets du médicament. Elle décrit 1’action médicamenteuse et les réponses des
bactéries dans le cadre des antibiotiques. Cette approche permet également d’établir des
relations entre les doses et les effets en introduisant les connaissances sur les différentes étapes
qui vont conduire a une réponse thérapeutique (Reed et al. 2018 ; Mckellar et al. 2004).

Il existe trois parameétres pharmacodynamiques qui sont importants a prendre en compte :
I’efficacité, la puissance et la sélectivité de la substance utilisée (Toutain 2012).

- L’efficacit¢ représente 1’effet maximum (Emax) que I’on peut avoir avec une
concentration maximale.

- La puissance d’un médicament correspond & la concentration plasmatique permettant
d’obtenir la moiti¢ d’Emax. On peut dire d’une substance qu’elle est puissante lorsque
ses effets thérapeutiques peuvent étre obtenus avec de faibles concentrations.

- La sélectivité d’une substance est le fait que les effets désirés soient bien séparés des
effets indésirables. Elle est évaluée par la pente de la relation dose-effet.
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L’indice utilisé pour caractériser la pharmacodynamie des antibiotiques est la Concentration
Minimale Inhibitrice (CMI) : c’est la plus petite concentration d’antibiotique qui inhibe toute
croissance visible dune souche bactérienne aprés 18-24 heures de culture a 37°C. Cette valeur
caractérise 1’effet bactériostatique d’un antibiotique. Plus la valeur de la CMI est faible, plus la
souche est sensible (Cole 2014).

Il existe aussi la Concentration Minimale Bactéricide (CMB) : plus petite concentration pour
avoir un effet bactéricide.

La CMI et la CMB sont les deux paramétres majeurs utilisés pour quantifier 1’effet d’un
antibiotique contre un agent pathogene infectieux. Ces parameétres sont de bons indicateurs de
la potentielle interaction entre 1’organisme pathogéne et la substance active. Cependant, ils ne
donnent pas d’information sur 1’activité antimicrobienne au cours du temps (Craig 1998).

Des tests de sensibilité in vitro permettent de déterminer 1’efficacité des antibiotiques dans le
but de faciliter le choix de ces derniers selon les situations. Les seuils « Breakpoints » sont
définis a partir des CMI pour classer les isolats selon la probabilité d’efficacité de traitement.
Lorsque la probabilité d’efficacité de traitement est élevée, la souche est dite sensible et dans
le cas ou le traitement serait plus susceptible d’étre inefficace, elle est décrite comme
intermédiaire ou resistante. Des groupes internationaux comprenant le Clinical Laboratory
Standards Institute (CLSI) et le European Comittee on Antimicrobial Susceptibility Testing
(EUCAST) ont déterminé des « breakpoints » destinés a une application clinique qui sont basés
sur des parametres pharmacodynamiques et pharmacocinétique. (Potier, Durham, 2019 ; Papich
204).

1) Les indices PK/PD

La pharmacocinétique et la pharmacodynamique sont interdépendantes. En effet, les effets de
la pharmacocinétique (PK) déterminent la quantité de médicament qui atteint le site d’action et
d’autre part, I’intensité d’un effet pharmacodynamique est associée a la concentration du
médicament sur le site d’action (Reed et al. 2018).

La relation entre 1’exposition systémique d’un organisme a un principe actif et la
correspondance avec les effets cliniques et microbiologiques est appelé relation PK/PD. Cette
relation, a son tour, détermine la dose, la fréquence d’administration, et la durée de traitement
nécessaires pour atteindre 1’effet clinique et microbiologique désiré (Giguere Steeve et al.
2013 ; Toutain et al. 2002)

Avec ces indices on va définir si un antibiotique est plut6t bactéricide ou bactériostatique, selon
si la CMI est plus ou moins proche de la CMB :
- Antibiotique bactériostatique lorsque CMB >> CMI (autour de la CMI, il y a seulement
de la stase, pas d’effet bactéricide).
- Antibiotique bactéricide lorsque CMB > CMI (lorsque I’effet bactéricide arrive avec
un facteur 2 ou 4)
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En fait, tous les antibiotiques sont bactériostatiques et ils sont bactéricides seulement au-dela
d’une certaine concentration.

Les indices PK/PD sont corrélés avec ’efficacité et dépendent de ce fait de la famille
d’antibiotique et du type d’activité antibactérienne (figure 4) :

2
2 o e
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gl / T Cmazx/CMI
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S|/ AUC/CMI l
)
|| — CMI
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Figure 4: Indices PK/PD et relations entre paramétres. L Chapuis

- L’action des AB concentration-dépendants est corrélée aux indices AUC/CMI et Cmax/CMI
(intensité).

Dose-dependent antimicrobial activity
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Figure 5:Pour les antibiotiques concentration-dépendants, le quotient inhibiteur et I'aire sous la

courbe sont les facteurs déterminants I'efficacité clinique. Source : Internal Equine Medicine 4th
Edition
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- L’action des AB temps-dépendants est corrélée a I’indice T > CMI (durée).

Time-dapendent antimicrobial activity
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Figure 6: Pour les antibiotiques temps dépendant, le temps durant lequel la concentration est supérieur a
la CMI du pathogene détermine I'efficacité clinique. Source : Internal Equine Medicine 4th Edition

- L’action des AB a la fois temps et concentration-dépendants est corrélée a 1I’indice AUC/CMI
qui associe I’intensité et la durée d’action de la molécule.

Paramétres Exemples de molécule
T>CMI Pénicillines, céphalosporines, macrolides,
Temps supérieur CMI clindamycine
AUCashours /CMI Aminoglycosides, fluoroquinolones, azithromycine,
(Air sous la courbe pendant 24h) tétracyclines, vancomycine
Cmax/CMI Aminoglycosides et fluoroquinolones
(Pic/CMI)

Figure 7 : Exemples d’antibiotiques et des parameétres PK/PD qui déterminent leur
efficacité.. Inspiré de Craig et al 1998
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2) Effets post-antibiotiques

L’Effet Post Antibiotique (EPA) est le temps supplémentaire requis pour une croissance d’un
log10 aprés dilution au 1/100°™ de I’inoculum.

L’effet post-antibiotique fait référence a la persistance de la suppression de la croissance
bactérienne suivant une exposition a un antibiotique (Craig 1998). L’EPA peut étre considéré
comme le temps pour un organisme de récupérer des effets apres I’exposition a un antibiotique.

Les effets post antibiotiques sont courts voire inexistants pour les bacilles Gram négatifs apres
une exposition aux B-lactamines contrairement aux organismes Gram positifs qui montrent un
EPA (Papich 2014). Le mécanisme de I’EPA est varié. Pour les B-lactamines, il comprend le
temps nécessaire a I’organisme cible pour synthétiser de nouvelles protéines de liaisons avec la
pénicilline (Mckellar et al. 2004).

Il y a des différences entre 1’effet post antibiotique mesuré in vitro et in vivo. La plupart du
temps, I’EPA est plus long in vivo qu’in vitro. Cependant, un effet post antibiotique est observé
in vitro et non in vivo pour des streptocoques apres exposition a la pénicilline et aux
céphalosporines (Craig 1998).

3) Détermination des schémas posologiques

Un schéma posologique est composé d’une dose et de la fréquence d’administration de ces
doses.

Dans le cadre d‘une infection, la relation entre 1’hote, les bactéries et le médicament peut étre
trés complexe. La concentration de médicament au site d’infection est supposée d’une grande
importance dans la détermination de ’efficacité du médicament. Dans de nombreux cas, le site
de I’infection se situe dans le fluide extra-cellulaire, mais peut, également, se situer dans des
cellules ou d’autres sites protégés (Reed et al. 2018).

> Dose et intervalle d’administration

Deux descripteurs sont nécessaires a la détermination d’un schéma posologique avec
administrations multiples. La dose (D) et ’intervalle entre deux doses (C).

Le profil résultant est caractérisé par la concentration maximale (Cmax) et la concentration
minimale (Cmin). La forme d’un régime a doses multiples dépend de la relation entre le temps
de demi-vie (T1/2) d’un médicament donné et de I’intervalle entre deux doses (C).

On considere que si la seconde administration d’un médicament est réalisée apres I’élimination
complete (C>>5 x T1/2) de la premiére dose, le profil de concentration de cette seconde dose
est équivalente a celle de la premiére. Ce régime d’administration n’engendre aucun phénomene
d’accumulation de la substance dans le corps.

La situation la plus freguemment rencontrée est I’administration d’une seconde dose avant que
la premiére ne soit complétement éliminée de 1’organisme. Dans ce cas, les concentrations
plasmatiques du médicament continueront a s’accumuler tant que des administrations régulicres
seront maintenues. Cette accumulation peut s’arréter ou atteindre un état d’équilibre quand
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I’intervalle entre deux doses correspond a la quantité éliminée de médicament pendant cet
intervalle.

Par conséquent, 1’état d’équilibre peut étre défini comme étant I’intervalle entre deux doses
pour lequel I’aire sous la courbe de cet intervalle est équivalent a I’aire sous la courbe aprés une
administration unique de médicament. L’administration répétée de plusieurs, doses a un
intervalle C défini de cette maniere, permet I’obtention d’un profil de concentration identique
avec les mémes Cmax et Cmin. L’intervalle entre deux doses pour maintenir les Cmax et Cmin
souhaités peut étre calculé par 1’équation suivante (Riviere 2011):

Cmax
C=1.44%T1/2 xIn(

)

Cmin

Avec T2 temps de demi-vie.

» Importance de la relation PK/PD

Plusieurs indices PK/PD sont proposés pour prédire le succés ou [’échec d’un plan
thérapeutique. Trois sont importants et semblent suffisants pour prédire 1’efficacité d’un
traitement antibiotique. (Toutain et al. 2002). Ces trois indices PK/PD sont :

- T> CMI (durée pendant laquelle la concentration plasmatique est supérieure a la CMI)
pour les antibiotiques temps-dépendants.
- AUC/CMI et Cmax/CMI pour les antibiotiques concentration-dépendants.

Nous nous intéressons plus spécifiquement a I’indice T>CMI pour la détermination d’un
schéma posologique car la pénicilline G est un antibiotique temps-dépendant.

Le parametre T> CMI est assez facilement évalué en regardant la courbe de concentration
plasmatique en fonction du temps de la molécule d’intérét et est généralement exprimé en
pourcentage de I’intervalle entre deux doses. Il est cinétiquement plus compliqué et dépend du
temps de demi-vie (T1/2). Le T1/2 est un parameétre hybride qui dépend de la clairance
plasmatique et de la distribution du médicament dans I’organisme. (Toutain et al. 2002 ; Riviere
2011 ; Riviere Jim E, Papich Mark G 2009).

Dans la littérature, il est admis que la détermination d’un schéma posologique pour les
pénicillines doit se baser sur le temps pendant lequel la concentration plasmatique en penicilline
G est supérieure a la CMI (Mckellar et al. 2004 ; Mouton et al. 2012). 1l existe encore un grand
débat sur combien de fois la concentration plasmatique doit étre supérieure a la CMI et sur la
durée pendant laquelle elle doit I’étre. Dans certaines publications, on trouve que le T>CMI
doit étre compris entre 50%-100% avec une concentration de référence étant la CMI (Papich
2014). Dans d’autres, il est mentionné qu’en général, pour les B-lactamines, une concentration
comprise entre 1 a 5 fois la CMI pendant 40 a 100% de I’intervalle entre deux administrations
est considérée comme appropriée sinon spécifique (Gunderson et al. 2001). Cependant, pour
des animaux en neutropénie, il est nécessaire d’avoir T>CMI pendant au minimum 90% voire
100% du temps entre deux administrations. Ces facteurs de succes thérapeutiques dépendent du
médicament, du pathogéne et du site d’infection. Dans le cas d’infections profondes, la
pénétration jusqu’au foyer infectieux peut nécessiter une concentration sanguine élevée car la
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distribution se fait par diffusion simple selon un gradient de concentration.

De ce fait, I’activité et la distribution d’un antibiotique temps-dépendant peuvent quelque fois
étre associées aux parametres Cmax et AUCo-24n.Une concentration plus importante que la CMI
peut avoir son importance surtout dans la lutte contre 1’apparition de mécanismes de résistances
bactériennes aux antibiotiques (Mckellar et al. 2004).

En résumé, I’intervalle entre deux doses (C) doit permettre d’avoir un T> CMI compris entre
50 et 100% de C avec une concentration multiple de 1 a 5 fois la CMI. Le temps de demi-vie
est souvent choisi comme intervalle entre deux doses.

I1)  Caracteristiques des antibiotiques de la famille des B-lactamines

Les bétalactamines constituent I’une des familles d'antibiotiques les plus importantes, aussi bien
par le nombre et la diversité des molécules utilisées que par leurs indications en thérapeutique
et en prophylaxie des infections bactériennes.

La grande variété de leurs modes d'administration, leur large spectre d'activité antibactérien
associé a une action bactéricide, une bonne diffusion tissulaire, une bonne tolérance et un faible
nombre d'interactions medicamenteuses, expliquent I'importance de leur utilisation, (seules ou
en association) depuis plus de 60 ans. (Giguére Steeve et al. 2013 ; Dhaese et al. 2020)

Il s’agit d’une famille d’antibiotiques bactéricides par inhibition de la synthése de la paroi
bactérienne. En effet, les p-lactamines agissent en inhibant I’activité de transpeptidases et
d’enzymes appelées Penicillin binding proteins (PBPs). (Reed et al. 2018 ; Giguére Steeve et
al. 2013). La différence d’activité entre les B-lactamines provient en partie de la différence
d’affinité¢ de la substance avec la PBPs. La différence de sensibilité entre les bactéries Gram
négatif et les Gram positifs dépend des récepteurs aux PBPs, de la quantité de protéoglycane et
de la capacite de la substance a traverser la paroi cellulaire. Les bactéries Gram négatifs ont une
couche supplémentaire de lipopolysaccharides qui diminue la pénétration des antibiotiques. De
ce fait, les bactéries Gram positif sont généralement plus sensibles que les bactéries Gram
négatives aux f-lactamines (Giguere Steeve et al. 2013 ; Reed et al. 2018).

Le spectre est de ce fait Gram+ ou Gram+ et Gram-selon la sensibilité des Gram-.

Les B-lactamines ont un caractere acide (fonction acide carboxylique ionisée in vivo, essentielle
a I’action) ou amphotére (si fonction amide supplémentaire). Leur excrétion est urinaire ou
biliaire.

A priori leur toxicité iatrogéne est faible (action sur la bactérie seulement) mais on trouve deux
inconvenients :

- contre-indication chez les animaux a flore commensale Gram+ (chevaux, lapins,
cobayes) car elle peut étre remplacee par une flore Gram— responsable de coliques.

- fort pouvoir allergéne (Giguere Steeve et al. 2013 ; Reed et al. 2018).
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On retrouve aussi une toxicité des résidus dans les productions animales : action allergene et
effet antibactérien dans les produits laitiers.

Il existe deux familles dans cette superfamille :

- Les pénicillines
- Les céphalosporines

Ce sont des antibiotiques temps-dépendants, actifs sur les bactéries en phase exponentielle de
croissance, donc dans le cas de phénomeéne aigu.

Le temps pendant lequel la concentration plasmatique en antibiotique est supérieur a la CMI
(T>CMI) est le seul parameétre pharmacocinétique/pharmacodynamique corrélé avec
I’efficacité des B-lactamines.

Des études sur des infections animales montrent que la concentration en B-lactamines ne doit
pas forcément excéder la CMI pendant 100% de I’intervalle entre deux doses pour avoir un
effet antibactérien significatif (Craig 1998 ; Toutain et al. 2002). La valeur cible pour les
antibiotiques temps-dépendant comme les B-lactamines est d’avoir un temps supérieur a la
CMI pendant 50 a 80% de I’intervalle entre deux doses pour envisager un succes
thérapeutique (Craig 1998).

Pour les staphylocoques, le T>CMI pourrait étre rallongé par 1’effet post antibiotique. En effet,
I’EPA de la pénicilline G in vivo n’a été démontré que pour les staphylocoques. (Craig 1998 ;
Papich 2014 ; Riviere 2011 ; Riviere Jim E, Papich Mark G 2009).

A) Geénéralités sur les pénicillines
1) Propriétés pharmacocinétiques

Les pénicillines sont majoritairement sous forme ionisée dans le plasma, ont des volumes de
distribution faibles (0,2-0,3L/kg) et ont des courtes demi-vies (0,5-12 heures) chez toutes les
especes d’animaux domestiques.

Apres absorption, elles sont largement distribuées dans les fluides extracellulaires du corps,
mais franchissent peu les membranes biologiques quand elles sont sous forme ionisée et sont
peu liposolubles (Giguére Steeve et al. 2013 ; Plumb 2018).

Les pénicillines sont éliminées par voie rénale, donc leur concentration est élevée dans les
urines. L’excrétion rénale implique la filtration glomérulaire et tubulaire.
2) Interactions avec les autres médicaments

Elles ont une action synergique avec les aminoglycosides contre beaucoup de bactéries.
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B) La penicilline G

La pénicilline a été découverte en 1928 par Alexander Flemming. Il a observé que les
moisissures de pénicillium inhibaient la croissance des staphylocoques. En 1940, la pénicilline
a été isolée et depuis plus d’une quarantaine de pénicillines ont été identifiées. Certaines sont
des pénicillines naturelles comme la pénicilline G et d’autres sont produites par synthése.
(Riviere Jim E, Papich Mark G 2009).

Dans cette partie, nous détaillerons en particulier les propriétés de la pénicilline G également
appelée benzylpénicilline. En effet, les trois substances étudiées dans la partie expérimentale
sont trois formes différentes de pénicilline G.
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Figure 8: Molécule de Benzylpénicilline

1) Propriétés chimiques

La pénicilline G a une action sur les Gram + et est instable par voie orale. Il n’y a donc pas
d’administration par voie orale, car chez les ruminants elle est néfaste a la flore ruminale et elle
peut étre hydrolysée dans 1’estomac acide des carnivores (Giguére Steeve et al. 2013).

La benzylpénicilline requiére des administrations fréquentes du fait de son excrétion rapide ;
de ce fait, des formes longues actions avec de la procaine sont devenues les formes les plus
utilisees. Méme si le temps de demi-élimination est le méme, le temps de demi-absorption est
plus important.

Un temps d’absorption différé signifie aussi un pic moins élevé de concentration.

2) Formes galéniques
Il existe plusieurs formes galéniques :
- Des sels avec des bases organiques liposolubles (procaine, benzathine) : suspension aqueuse

ou solution huileuse. La dissociation est lente donc le pic d’absorption est retardé et 1’absorption
est étalée dans le temps.
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- Des sels avec des bases minérales hydrosolubles (sodium, potasse) : poudre a solubiliser
(mauvaise conservation en solution aqueuse car hydrolysable). La dissociation est instantanée
en milieu aqueux d’ou un pic d’absorption rapide et une absorption de courte durée.

- Des esters avec des alcools : on forme des prodrogues liposolubles (pénéthamate). Il y a
activation seulement lors d’une hydrolyse enzymatique par des estérases sont dans le sang, le
foie et le tube digestif.

Les produits a base de pénicilline procaine ont une autorisation de mise sur le marché (AMM)
pour une administration par jour par voie intramusculaire. Les recommandations pour les
produits combinés sont une administration en IM ou SC tous les deux jours.

Les formulations a base de pénicilline sodique ou pénicilline potassique sont des produits de la
médecine humaine, hors AMM et peuvent étre utilisées par voie intraveineuse
préférentiellement, les voies intramusculaires ou sous cutanée étant trés douloureuses. (Reed et
al. 2018 ; Younkin et al. 2019).

3) Absorption

Les pénicillines sont des acides faibles. Leur pKa est 2,5 donc elles sont principalement sous
forme ionisées dans le plasma. Elles sont trés hydrosolubles et tres peu liposolubles ce qui
explique leur action extracellulaire. Le volume de distribution est faible.

La pénicilline G est faiblement absorbée par voie orale car elle est hydrolysée rapidement du
fait de I’environnement acide de 1I’estomac (Bryskier et al. 1999 ; Plumb 2018 ; Giguére Steeve
et al. 2013).

Les formes sodique et potassique de pénicilline G sont les seules formes injectables par voie
intraveineuse.

La procaine pénicilline est absorbée plus lentement aprés administration intramusculaire que
les formes sodique ou potassique et de ce fait induit des concentrations plasmatiques plus faibles
mais plus durables (Firth et al. 1986).

La benzathine pénicilline est la forme la moins soluble de pénicilline G, elle est absorbée
lentement et entraine une concentration plasmatique durable mais sub-thérapeutique (Firth et
al. 1986).

Le taux d’absorption aprés injection intramusculaire varie selon le site d’administration, il est
plus rapide et plus élevé lors d’administration dans les muscles de I’encolure que lors
d’injections dans 1’arriére-main (Firth et al. 1986).

4) Distribution

Le volume de distribution de la pénicilline sodique est de 0,72 L/kg (Firth et al., 1986 ; Giguére
Steeve et al., 2013). La pénicilline est majoritairement distribuée dans le fluide extracellulaire.
De ce fait, la concentration thérapeutique n’est pas atteinte dans des sites d’infections
séquestrées (Reed et al. 2018).
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La diffusion de la pénicilline dans les tissus et les fluides se produit tant que la concentration
plasmatique en protéines est supérieure a celle des tissus. Les reins, le foie et les poumons sont
des organes pour lesquels des concentrations élevées en peénicilline peuvent étre atteintes.
Néanmoins, la pénicilline n’atteint pas le compartiment du systéme nerveux central.(Riviere
Jim E, Papich Mark G 2009)

5) Elimination

L’élimination de la pénicilline est essentiellement rénale par filtration glomérulaire et par
sécrétion tubulaire active.

La demi-vie d’élimination (ie demi-vie) de la pénicilline G est d’une heure et la clairance totale
est de 8,5 +/-1,33 mL/min/kg (Giguére Steeve et al. 2013 ; Bryskier et al. 1999).

6) Stabilité

Le noyau B-lactame est sensible a 1’attaque nucléophile de 1I’oxygene cétonique (amplifiée par
le cycle aromatique), il y a donc une hydrolyse en milieu acide ce qui entraine une instabilité
de la molécule lors d’une prise par voie orale, le composé formé est alors inactif. Les formes
intramusculaires et intraveineuses sont donc privilégiées.

7) Résistance

Les bactéries résistantes synthétisent des P-lactamases : enzymes qui attaquent le noyau B-
lactame ce qui rend la molécule inactive. Progressivement, de nombreuses espéeces bactériennes
sont devenues résistantes a la pénicilline G. Les incidences et les répartitions sont variables
selon les zones géographiques.

Par exemple, Staphylococcus aureus est tres rapidement devenue résistant a la pénicilline G
apres I’introduction de cette molécule en milieu hospitalier. A 1’heure actuelle, plus de 80% des
souches de S.aureus sont résistantes a la penicilline G en médecine humaine (Bryskier et al.
1999).

8) Effets indesirables

Les bétalactamines ont généralement peu d’effets toxiques méme a des doses treés supérieures
aux doses recommandées.

» Effets secondaires possibles des pénicillines en général

Les effets indésirables majeurs sont : les réactions anaphylactiques avec effondrement de
I’animal, des réactions d’hypersensibilités modérées avec par exemple crise d’urticaire, fievre,
cedéme et sont relativement peu fréquents.(KATZUNG 2018)

Les effets indésirables moins communs sont des anémies hémolytiques et des
thrombocytopénies ; elles sont décrites chez ’homme mais pour 1’instant non rapportées en
médecine vétérinaire (Plumb 2018).
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> Effets secondaires rapportés pour des formulations spécifiques de pénicilline G

Des réactions telles que des animaux couchés, en difficultés et présentant de la dyspnée ont été
montrées aprés administration intraveineuse de pénicilline sodique, celle-ci doit se faire
préférentiellement en 1V lente. 11 a été aussi décrit que I’administration de pénicilline sodique
par voie intramusculaire est douloureuse et mal tolérée chez le cheval (Younkin et al. 2019).

Des réactions d’urticaire peuvent étre rencontrées apres administration de benzylpénicilline
potassique (Olsén et al. 2007).

Des réactions de choc aprées administration de pénicilline procaine ont également été relevées,
notamment lorsque la pénicilline procaine est accidentellement administrée par voie
intravasculaire, une extréme stimulation du systeme nerveux central pouvant en résulter. Les
températures élevées augmentent la solubilité de la procaine, c¢’est pourquoi elle doit étre
stockée a de faibles températures. Les administrations en intramusculaire doivent étre prudentes
et méme en prenant des précautions, des effets indésirables sont tout de méme signalés sur des
chevaux. Une administration répétée augmente les risques d’injections intravasculaire et peut

augmenter la sensibilité a la procaine a la suite d’une sensibilisation neuronale (Reed et al.
2018 ; Giguére Steeve et al. 2013).

Au site d’injection, une induration plus ou moins associée a un gonflement sont fréquemment
observés lors de traitement sur plusieurs jours (Corley, Stephen 2008).

C) Autres formes de pénicilline

» La pénicilline V (=Phénoxymeéthylpénicilline)

Il s’agit d’une forme administrable par voie orale. Elle differe de la pénicilline G par le
remplacement du groupement benzyle par un groupement phénoxyméthyle (Bryskier et al.
1999).

La demi-vie d’élimination de la pénicilline V administrée par voie orale est de 3,7h et la demi-
vie d’absorption est de 0,2h chez le cheval. (Reed et al. 2018)

> Les peénicillines du groupe A

Les pénicillines du groupe A sont les aminopénicillines. Elles présentent un groupement aminé
en plus a la structure de la benzylpénicilline, ce qui améliore la stabilité du noyau béta-lactame.

L’amoxicilline et I’ampicilline en sont les principales représentantes (Gigueére Steeve et al.
2013 ; Bryskier et al. 1999)

> Les penicillines du groupe M

Les pénicillines du groupe M (résistantes aux pénicillinases des germes a Gram +) sont la
méthicilline (chef de file), I'oxacilline et la cloxacilline, ces deux derniers composés constituent
les isoxazolyl-pénicillines. (Giguére Steeve et al. 2013 ; Bryskier et al. 1999).
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D) Utilisations usuelles de la pénicilline G

Les bétalactamines sont des antibiotiques temps-dépendants, actifs sur les bactéries en phase
exponentielle de croissance mais leur efficacité est limitée lors de processus chroniques comme
les abces. Une résistance naturelle est présente pour les mycoplasmes du fait de 1’absence de
paroi pour ces derniers.

La peénicilline G est I’antibiotique le plus utilisé chez le cheval, essentiellement contre les
infections a streptocoques B-hémolytiques, clostridies, lors d’antibioprophylaxie ou pour une
antibiothérapie large en association avec un aminoglycoside (Maurin Emmanuel 2017) .

D’aprés une étude réalisée en 2013, la benzylpénicilline procaine fait partie des antibiotiques
les plus utilisés pour les plaies des membres (13.88 %), pour les yearlings toussant avec de la
fievre (6.40%), et pour les toux des chevaux adultes (8.28%) (Hughes et al. 2013).

Le guide de bon usage des antibiotiques édités en 2016 par I’AVEF conseille I’utilisation de la
pénicilline en premiére intention dans de nombreux scénarios tels que :

- Les pneumonies : toux et fiévre sur chevaux adultes, dans 49% des cas.
- Colite/diarrhée des chevaux adultes dans 13% des cas.

- Lymphangite dans 49% des cas.

- Endométrite dans 33% des cas.

Un article de revue (Hardefeldt et al. 2019) fait la synthése des doses de pénicilline procaine
les plus utilisées en pratique courante en Australie et au Royaume Uni. 1l en ressort que la dose
la plus utilisée est de 22 000 Ul/kg toutes les 12h. Dans la plupart des ouvrages, d’articles de
revues et de guides de bonnes pratiques, les doses recommandées pour la pénicilline procaine
G sont comprises entre 20 000-25 000 Ul/kg q 12h.(Plumb 2018 ; Corley, Stephen 2008 ;
Wilson 2001)

E) Etat actuel des connaissances/ études sur la pénicilline G chez les équidés
1) Généralités

Les injections intraveineuses de pénicilline sodique sont moins douloureuses et permettent
d’atteindre une concentration rapide et €levée de pénicilline dans le sang mais demandent des
injections réguliéres (toutes les 6h) et sont codteuses. (Younkin et al. 2019)

Les injections intramusculaires de pénicilline sodique ne sont pas indiquées chez le cheval
contrairement aux porcs et aux animaux de rentes car elle est plus douloureuse que les injections
intramusculaires de pénicilline procaine (Younkin et al. 2019).
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2) Propriétés pharmacocinétiques et pharmacodynamiques des différentes
pénicillines

> Pénicilline G sodique

Aprés une administration 1V de pénicilline G sodique a la dose de 20 000 Ul/kg, la distribution
moyenne est de 0,38 heures, et la demi-vie de 3,72 heures, le volume de distribution de 0,72
L/kg ce qui correspond a 47% dans le compartiment central (Firth et al 1986).

Le temps de demi-vie de la pénicilline sodique injectée en IV est d’environ de SOmn pour des
doses comprises entre 10 000 et 40 000 Ul/kg (Love et al. 1983 ; Olsén et al. 2013).

» Pénicilline G procaine

La pénicilline G procaine est un sel faiblement soluble qui est absorbé lentement apres injection
intramusculaire ou sous cutanée. La pénicilline procaine est la forme la plus utilisée de
pénicilline.

Les injections intramusculaires de procaine pénicilline sont peu couteuses, et demandent des

injections moins régulieres (toutes les 12h) mais engendrent une moindre concentration et une
variabilité de celle-ci dans le plasma (Younkin et al. 2019).

Dans plusieurs études, il a été montré que pour une injection intramusculaire de procaine
pénicilline a la dose de 22 000 Ul/kg le pic de concentration plasmatique est obtenu entre 2 et
4 heures apres I’injection et atteint des concentrations entre 2.0-2.5ug/mL. La concentration
minimale est atteinte au bout de 24h (Kenneth et al. 1984)

La pénicilline G procaine est capable de maintenir une concentration plasmatique supérieure a
0,25pg/mL avec une fréquence d’administration d’une fois par jour et pour une dose de 22 000
UI/Kg. L’administration 2 fois/ jours de 22 000 Ul/kg est préconisée lorsque que 1’on souhaite
des concentrations minimales variant entre 1 et 2ug/ml (Kenneth et al. 1984).

Les guides de bon usage des antibiotiques et autres recommandations préconisent I’utilisation
de la pénicilline G procaine a une dose de 22 000UI/kg deux fois par jours. (Weese et al. 2008 ;
Hardefeldt et al. 2020).

Les différents résultats publiés dans la littérature sont regroupés dans le tableau 2.

» Pénicilline G benzathine

La pénicilline G benzathine est un sel insoluble, cette forme est la plupart du temps utilisée dans
une formulation longue action de la pénicilline G contenant pour une moitié de la pénicilline G
procaine et pour I’autre de la pénicilline G benzathine (Reed S. M et al. 2004).

Les concentrations thérapeutiques peuvent perdurer pendant 24h a 48h selon les combinaisons
et les doses utilisées, toutefois la pénicilline G benzathine utilisée seule est connue pour générer
un pic de concentration plasmatique moins élevé que les autres formes (Kenneth et al. 1984).
De plus, les chevaux ont des concentrations moins élevées que les autres especes aprés des
administration en IM de pénicilline procaine ou pénicilline benzathine pour des doses
équivalentes.
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L’administration en IV de pénicilline sodique est conseillée lors de situation d’urgences, pour
un animal critique. Lors d’une pratique de routine pour le traitement des infections causées par
les streptocoques hémolytiques, 1’administration en IM de pénicilline procaine offre une
concentration plasmatique de 0.5UI/mL soit plus de 4 fois plus élevée que la CMI des
streptocoques les plus résistants les plus fréquemment rencontrés. Cette concentration perdure
au moins 20h pour une injection dans le muscle glutéal (Firth et al. 1986).

> Le pénéethamate

En raison de ses propriétés physico-chimiques, le pénéthamate présente une aptitude
particuliere pour franchir la barriéere hémato-pulmonaire et pour diffuser dans le parenchyme
ainsi que dans les cellules pulmonaires.

Aprés administration, le pénéthamate est rapidement converti en benzylpénicilline.

Le pénéthamate est une prodrogue a partir de laquelle la benzylpénicilline et le
diéthylaminoéthanol sont libérés par hydrolyse. L’activité antimicrobienne du composé est
uniquement due a la benzylpénicilline.

Le pénéthamate posséde en plus, une activité anesthésique locale, cet effet est également
observé avec d’autres esters de dié¢thylaminoéthanol.

C'est un antibiotique bactéricide de type temps-dépendant. Son spectre d'action concerne
essentiellement les bactéries Gram +, en particulier les streptocoques, les staphylocoques et
Corynebacterium spp. Les CMlgo vis-a -vis de Staphylococcus aureus ont une répartition
bimodale : inférieures a 0,1 pg/ml pour les souches non productrices de B-lactamase et
supérieures a 0,5 pug/ml pour les autres (Résumé Caractéristiques du Produit).

Peu d’études ont été réalisées sur les paramétres pharmacocinétiques et pharmacodynamiques
du pénéthamate. Une étude de (Hattum, Friton 2003) a étudié la pharmacocinétique du
pénéthamate sur des vaches en lactation apres injection intramusculaire toutes les 24h pendant
3 jours de Mamysin ® (pénéthamate hydroide). Aprés une injection de pénéthamate, la
concentration maximale plasmatique de benzylpenicilline de 999 ng/ml a été atteinte pour un
Tmax=598h. Le détail de I’é¢tude pharmacocinétique pour le traitement de mammites chez les
vaches laitiere est résumé dans le tableau ci-dessous.
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Tableau 1: Paramétres pharmacocinétiques de la benzylpénicilline plasmatique aprés une injection intramusculaire de
Mamysin®. Tableau extrait de I'étude (Hattum, Friton 2003)

Plasma PK Plasma PK

after 1st Injection after 3rd Injection
Cmax Tmax tl/z AUC, Crmax tl_lz AUC:
{ng/mi) (hrs) (hrs) {ng.himl | {ng/mD {ng.h/mi)

N 8 8 6 8 8 8 6 8
MEAN 732 3.76 4.27 4168 | 357 5.49 4.32 2521
SD 207 1.26 1.48 447 135 1.42 2.79 507
% CV 28 33 35 11 38 26 64 20
MEDIAN | 705 3.99 4.02 L348 | 322 5.97 3.63 2536
MIN Lk 2.05 2.75 3552 | 151 3.98 1.58 1842
MAX 999 5.98 6.90 4711 | 567 8.03 8.92 3455

N = number, SD = standard deviation, CV = coefficient of variation, MIN = minimum, MAX = maximum
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Figure 9: Concentration plasmatique et dans le lait de benzylpénicilline aprés administration intramusculaire de Mamysin®.
Graphique extrait de I’étude (Hattum, Friton 2003)

En ce qui concerne la pratique vétérinaire équine, il est mentionné que le pénéthamate a une

meilleure diffusion dans les poumons que la pénicilline G, et serait donc préférable en premiere
intention sur des infections pulmonaires (Med’Vet 2017).
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Tableau 2: Tableau récapitulatif des données pharmacocinétiques de certaines formes de pénicilline G.

Source Molécule Dose Fréquence Voie d’administration Site injection Cmax Tmax JAutres données|
utilisée administrée administration
- 2 premiéres 1,16-1,27
injections IV de pg/mL (IV dose) 2h
(Younkin Pén.icilline pénicilline G -Veine jugulaire
sodique et 0,6 et12h sodique
etal. N 22 000 Ul/kg . ,
2019) procaine expérience sur 24h - muscle dentelé
pénicilline - 3 éme jnjection ventral cervical 0,167 pg/mL
IM procaine (0,066-0,336) 8,71h(3-12h)
pénicilline (IM dose)
Clairance
plasmatique
(ml/min/kg)
(Brown et Procaine L ) Semi- 2,17+/-0,7
20 000UI/k; 1 t Int | 2h
al. 1984) pénicilline /ke ihjection ntramuscutaire membraneux ug/mL 9,6 +/-1,12
(poulains) 11,16
+/-1,88
(adultes)
P .
r’oc‘a.ln‘e 22 000UI/Kg 1 injection/24h Intramusculaire 2,06ug/mL 4h
pénicilline
4 apres la
1,59ug/mL premiére
injection
[ i 2 a12h d'int Il
r’oc.a.ln.e 22 000UI/kg @ ”_1 ervafle Intramusculaire
pénicilline pendant 5 jours
18h apres
2,01pg/mL la premiére
injection
Procaine 1 fois par jour .
P 22 000 Ul/kg ] Intramusculaire 2,06ug/mL 4h
pénicilline pendant 5 jours
Procaine
(Kenneth pénicilline G
etal. 11 000 Ul/kg 1 fois par jour
1984) + dant s i Intramusculaire 0,72ug/ml 2h
11000 UI/Kg pendant 5 jours
Benzathine
pénicilline
Procaine
pénicilline G
11 000 Ul/kg .
Tous les d
+ ousd es Se.uXJours Intramusculaire 0,55ug/kg 2a4h
11000 Ul/kg pendant 5 jours
Benzathine
pénicilline
Procaine
pénicilline + Tous les deux jours
22 000 Ul/kg . Intramusculaire 0,87ug/ml 4h
. pendant 5 jours
Benzathine
pénicilline
(Uboh et Procaine 1seule . Muscule de T1/2=0,62
22 000 Ul/k Int | 1,8 | 3,5h
al. 2000) pénicilline G /ke administration ntramuscufaire I'encolure ug/m (0,37-1,52)
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1,42ug/ml
. Reste au-dessus
(st " Pr’oc.a'||r|1'e 1 seule de 0,85ug/ml
over e énicilline en
P R 22 000 Ul/kg administration, Intramusculaire Muscle glutéal pendant 12 3h
al. 1981) solution .
10mL/site heures et
aqueuse s
supérieur a
0,08ug/ml
pendant 48h
T1/2=
(Firth et al. | Procaine 1 seule i Muscle dentelé 3,31+/-1,56
20 000 Ul/k Int | 4,6 +/-1,3h a
1990) penicilline G /ke administration ntramusculaire ventral cervical ul/ml / 10,0+/-1,6h

3) Effet du site d’injection sur la biodisponibilité et les concentrations plasmatiques

La biodisponibilit¢ et la concentration plasmatique dépendent du site d’injection en
intramusculaire de la pénicilline procaine.

La biodisponibilité et les concentrations plasmatiques moyennes en pénicilline sont plus élevées
apres une injection intramusculaire dans 1’encolure ou dans le biceps comparé a une injection
dans le muscle glutéal. Une injection de pénicilline procaine dans le muscle glutéal engendre
des concentrations plasmatiques légérement moins importantes mais plus persistantes dans le
temps. 1l est rapporté que la biodisponibilité est également moins bonne (Firth et al. 1986).

Le pic de concentration plasmatique le plus élevé est obtenu aprés une injection IM dans
le muscle serratus avec une biodisponibilité plus élevée dans les 12h suivant I’injection. (Firth
et al. 1986)

Les parametres qui nous intéressent tout particulierement sont ceux de I’injection dans le
muscle glutéal. En effet, dans notre étude expérimentale, les injections intramusculaires de
pénicilline G ont éte faites dans le muscle glutéal.

Les différences pharmacocinétiques entre les sites d’injection sont récapitulées dans le tableau
ci-dessous.
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Tableau 3: Tableau récapitulatif de certains parametres pharmacocinétiques apres injection de pénicilline procaine G a la
dose de 20 000 Ul/kg selon le site d'injection. Source : Firth et al 1986

T Biodisponibilité AUC 0-12h
Site d’injection Cmax (Ul/ml) Tmax (heures) T1/2 (heures) 0-12h (%) (h.1U/ml)
Sous cutané 1,15 +/-0,45 3,4 +/-2,8 21,8+/-8,8 24,5+/-9,8 9,83 +/-4
Muscles 2,09 +/- 0,31 2,94/-0,9 14,9 +/-3,4 42,1+/-6,7 16,6 +/-3
pectoraux
Muscle dentelé 3,31 +/-1,56 4,6+/-1,3 8,0 +/-2,7 69,7 +/-19,8 26,0 +/-10,2
Muscle biceps 2,420+/-1,02 3,3+/-1,6 14,9 +/-5,7 52,5 +/-19,8 18,5+/- 6,2
Muscle glutéal 1.52 +- 0,64 6,2+/-1,8 12,8 +/-2,8 34,4 +/-15,4 13,9 +/-6,4

4) Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) des principaux pathogénes sensibles a
la pénicilline G

La pénicilline G est I’antibiotique le plus efficace contre les bactéries Gram positives telles que
Streptococcus equi subsp zooepidemicus et Streptococcus equi subsp equi. La pénicilline est un
antibiotique temps dépendant (Ensink et al 2003).

Les streptocoques hémolytiques sont des pathogénes hautement sensibles a la pénicilline avec
une CMI comprise entre 0,002 et 0,08g/mL( donnée provenant d’études américaines pour des
organismes issus de chevaux dans les années 1970) (Kenneth et al. 1984).

On trouve dans différentes publications que les g-streptococcus ont une sensibilité proche de
91-100% a la pénicilline G avec une CMI de 0,002-0,08 pg/ml et Streptococcus zooepidemicus
a 100% avec une CMI de 0,033-0,132 IU/mL (Firth et al. 1986)

Les CMIgo énonceées par (Younkin et al. 2019) sont de 0,06ug/ml pour les streptocoques et de
4.0pg/ml pour les staphylocoques.

Le tableau ci-dessous regroupe des CMIlgo mentionnées dans la littérature pour la pénicilline G.
Ces différentes CMI sont spécifiques du cheval mais ne proviennent pas de souches
européennes.
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Tableau 4: Tableau de synthese regroupant différentes CMI de pathogénes fréquents chez les chevaux.

Source

Bactéries

CMig0

(Firth et al. 1986)

B-streptocoques

0,002-0,08 ug/ml

Streptococcus zooepidemicus

0,033-0,132 IU/mL

(Kenneth et al. 1984)

Streptocoques hémolytiques

0,002 et 0,08pg/MI.

(Olsén et al. 2013)

S aureus
S. zooepidemicus and S. equi
subsp. equi,

0,032-0,12 pg/mL
<0,015 pg/mL

. Streptococcus spp 0,06 pg/L
(Younkin et al. 2019) Staphylococcus spp 4.0 ug/L
(Uboh et al. 2000) E.coli dans les urines 64ug/mi

Streptococcus equi
Streptococcus zooepidemicus
Corynebacterium

0,002-0,08ug/ml
0,002-0,08ug/ml
0,06-0,25ug/ml

pseudotuberculosis
(Stover et al. 1981) La MIC est dépassée au bout de
2h aprés injection et la
concentration reste supérieure
durant 12h

0,015pug/mL

(Ensink et al. 1993) Streptococcus zooepidemicus

5) Liaison aux protéines plasmatiques

De fagon générale, on trouve dans la littérature que la fraction liée aux protéines plasmatiques
de penicilline est entre 52 et 54% (Firth et al. 1986 ; Dirr 1976 ; Bryskier et al. 1999).

[11)  Etude des principales bactéries pathogenes du cheval

Nous avons recensé, dans la mesure du possible, le maximum de bactéries pathogénes des
équideés ainsi que leurs sensibilités a certains antibiotiques. Nous nous sommes focalisés sur la
famille des B-lactamines et particulierement aux céphalosporines et a la pénicilline G.

D’aprés les résultats de Résapath de 2018 (Clémence Bourély et al. 2019), les principaux
genres/espéces bactériennes isolés pour les équidés sont les streptocoques dans 34% des cas,
suivi d’E.coli dans 17% des prélévements, Pseudomonas spp pour 8% et les staphylocoques a
coagulase positive 7%.

> Les streptocoques (Streptococcus spp)

Les streptocoques sont les principaux agents pathogénes isolés chez les équidés. Ce sont des
coques Gram + anaérobies facultatifs. Les pathogenes majeurs sont ceux qui expriment une
hémolyse de type P : Streptococcus equi subsp zooepidemicus (S. zooepidemicus),
Streptococcus equi subsp equi (S. equi), et S. dysgalactiae subsp equisimilis (S. equisimilis).

Les streptocoques sont retrouvés sur la peau, les voies respiratoires supérieures et dans le tractus
génital chez des porteurs sains.

D’aprés le bilan de Résapath 2018(Clémence Bourély et al. 2019), les streptocoques isolés
proviennent essentiellement d’affections de la reproduction.
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Streptococcus equi subsp equi (S. equi) est I’agent infectieux de la gourme qui se traduit par de
la fievre, un écoulement nasal puis parfois la formation d’abceés dans les nceuds lymphatiques
de la téte. La morbidité est souvent importante. La mortalité reste faible en dehors des cas
atypiques.

Streptococcus equi subsp zooepidemicus (S. zooepidemicus) est la bactérie la plus fréquemment
rencontrée lors des prelevements pour bactériologie. Elle se rencontre dans les infections
respiratoires (associée ou non avec des Actinobacillus), des infections de plaies ou du tractus
génital. On peut également la trouver dans des abces de nceuds lymphatiques, des infections
oculaires ou articulaires. S. dysgalactiae subsp equisimilis (S. equisimilis) est trouvé dans toutes
les localisations précédentes mais en proportion bien moindre (M.peyrus 1998).

D’aprés le bilan 2018 de Résapath, les souches de Streptococcus (Streptococcus groupe C et S.
zooepidemicus), restent systématiquement sensibles a la pénicilline G, dont le marqueur est
I’oxacilline -une pénicilline M- (94-97 % de sensibilité selon les pathologies). De plus, les
données d’antibiogrammes que nous avons pu recueillir du laboratoire Vetodiag permettent de
retrouver une sensibilité de 94% (n=50) a I’Oxacilline pour Streptococcus equi subs equi et de
95% (n=50) pour Streptococcus zooepidemicus.

» Escherichia coli

E.coli est une bactérie Gram - commensale du tube digestif et est le second pathogene le plus
isolé chez les équides. Elle provient & 69% d’affection de la reproduction (Resapath 2018).

L’origine des infections est souvent due a une contamination fécale ou environnementale.
Chez les poulains, les entérobactéries, et plus spécialement E.coli, sont les pathogénes les plus
fréquents dans les septicémies néonatales. Les localisations secondaires sont les articulations
ou le systéme nerveux central. Chez I’adulte, on retrouve des entérobactéries dans les infections
de I’utérus, de plaies, d’articulations, ou du systéme respiratoire mais dans ce dernier cas avec
une fréguence moins importante que les Actinobacillus spp.

Les Escherichia coli sont naturellement résistantes a la pénicilline G étant donné I’impossibilité
d’un passage transmembranaire de la membrane externe de la molécule.(Maddox et al. 2015)
Les souches d’E.coli issues d’affections de la reproduction restent sensibles aux
céphalosporines de derniéres générations telles que le ceftofiur (96%) et le cefquinome (97 %).
Néanmoins, la sensibilité pour ces deux antibiotiques diminue pour les E.coli issues de
pathologies respiratoire (ceftofiur : 90% et cefquinome :91%) et celles issues des pathologies
de la peau et des muqueuses (ceftofiur : 89% et cefquinome : 90%) (Clémence Bourély et al.
2019).

De plus, les données d’antibiogrammes que nous avons pu recueillir du laboratoire Vetodiag,

toutes provenances d’E.Coli confondues, permettent de retrouver une sensibilité de 83% pour
le ceftofiur (n=20) et de 84% pour la cefquinome (n=50).
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» Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa est une bactérie Gram- aérobie ubiquiste considérée comme
pathogene opportuniste. Elle conduit a des surinfections graves. On la retrouve dans les
infections de plaies, de 1’utérus ou des poches gutturales, le plus souvent en association.
Pseudomonas aeruginosa a également été identifiée a partir de prélevements de liquide
synovial. (M.Peyrus 1998). Par ailleurs, elles sont principalement prélevées lors de pathologies
respiratoires (Resapath 2018).

Les Pseudomonas aeruginosa sont toujours considérées comme resistants a la pénicilline G.
Les analyses de sensibilit¢ de ce pathogene se limitent en général a la gentamicine, la
cefquinome (cephalosporine de 4°™ génération) et a la marbofloxacine. Ces trois derniers
antibiotiques sont les seuls pertinents d'un point de vue clinique chez le cheval (Léon et al.
2020). La sensibilité de Pseudomonas spp aux céphalosporines de 4°™ génération est d’environ
87,5 % en 2019 d’apres (Léon et al. 2020)

> Les staphylocoques-Staphylococcus aureus

Les staphylocoques sont des coques Gram +. Les principaux pathogénes du cheval sont
coagulase positifs (i.e. produisent une enzyme de coagulation) : Staphylococcus aureus et S.
intermedius (Maddox et al. 2015).

Les souches de Staphylococus aureus isolées proviennent essentiellement d’affections cutanées
et des muqueuses. Ces souches présentent une sensibilité de 60% a la pénicilline G et restent
majoritairement sensibles a la cefoxitine (80%) marqueur de la résistance a la méticilline
(Clémence Bourély et al. 2019).

D’aprées les informations recueillies a 1’aide du laboratoire d’analyse Vetodiag, la sensibilité de
Staphylococus aureus a la pénicilline G chez le cheval en France est de 32% (n=50), a la
cefoxitine 60% (n=50) et de 80% pour la cefovectine (n=50).

Les staphylocoques peuvent également étre mis en évidence dans des infections articulaires,
du cordon spermatique (apres une castration), de 1’utérus ou de plaies.
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Tableau 5: Etude de la sensibilité de diverses espéces/genres bactériens a la pénicilline

Genre/espéce
bactérienne

Staphylococcus
aureus

Streptococcus
equi subs equi

Streptococcus
equi subs
zooepidemicus

E. coli

%Sensibilité
Resapath
2018
60

94-97

94-97

ND

% Sensibilité

Vetodiag

32

94

98

ND

% Sensibilité littérature

59

57,4

43,9

63 (Staphylococcus spp)

91 (Streptococcus spp)

100

98,7
100

91 (Streptococcus spp)

97,9

98,9
Résistance intrinséque

Tableau 6: Etude de la sensibilité de diverses espéces/genres bactériens au ceftiofur

Genre/espéce
bactérienne

Staphylococcus
aureus

Streptococcus
equi subs equi

Streptococcus
equi subs
zooepidemicus

E. coli

% Sensibilité
Resapath
2018
NC

NC

NC

89

% Sensibilité

ND

Vetodiag

ND

ND

83

% Sensibilité littérature

60

88 (Streptococcus spp)

100 (Streptococcus spp)

100

98

100(Streptococcus spp)

95,9
92,4

Source

(Malo et al. 2016)
(Bourély et al. 2020)

(Léon et al. 2020)
(Miagkoff et al. 2020)
(Miagkoff et al.
2020)

(Johns, Adams 2015)

(Erol et al. 2012)
(Malo et al. 2016)

(Miagkoff et al. 2020)

(Johns, Adams 2015)

(Erol et al. 2012)

(Malo et al. 2016)

Source

(Malo et al. 2016)

(Miagkoff et al. 2020)

(Miagkoff et al. 2020)

(Johns, Adams 2015)

(Malo et al. 2016)

(Miagkoff et al. 2020)

(Johns, Adams 2015)
(Malo et al. 2016)
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Tableau 7: Résumé des pathogénes courants du cheval et de leurs sensibilités a la pénicilline G et aux céphalosporines

Sensibilité aux

Bactérie Infection la plus fréquente Sensibilité a la pénicilline G , R Source
céphalosporines
E. coli Pneumonie et CMI=64pg/mL (dans les (Uboh et al. 2000)
pleuropneumonie urines)
CMI=50 pg/mL CMlgo (Giguére Steeve
ceftofiur=0.5ug/mL et al. 2013)
CMlgo céfalotine=16 (Ensink et al.
ug/mL 1993)
Streptococcus Pneumonie et CMI <0.12 pg/mL CMI ceftofiur <2 ug/mL | (Corley, Stephen
zooepidemicus pleuropneumonie ; kératite 2008)
CMlgo céfalotine= 0.06 (Ensink et al.
CMIlg0<0.015 pg/mL pg/mL 1993)
Streptococcus equi | Gourme CMI=0.002-0.008 pg/mL CMI ceftofiur<0.04 (Stover et al.
subs equi ug/mL 1981)
Streptococcus spp Plaies traumatiques ; Arthrite CMI pénicilline= 0.06 pg/mL | CMI ceftofiur <0.5ug/mL | (Meyer et al.
septique traumatique ; 2009)
ostéomyélite
Actinobacillus spp Pneumonie et CMI =0.25-2ug/mL CMlgo (Giguére Steeve
pleuropneumonie ceftofiur<0.06pg/mL et al. 2013)
Staphylococcus Infections sous cutanées ; CMI=32-125ng/mL CMI ceftofiur= 1pg/ml (Olsén et al.
aureus kératite 2013)
Staphylococcus spp | Plaies chirurgicales ; Arthrite CMlgo >16 pg/mL CMlgo céfalotine=0.25 (Ensink et al.
septique traumatique ; ug/mL 1993)
ostéomyélite CMI = 4pug/mL (Meyer et al)
CMilgo ceftofiur = (Meyer et al.
CMI>0.25 mg/L lug/mL 2009)
Clostrium spp Infections sous cutanées CMI <0.12 pg/mL CMlgo (Giguére Steeve
céfalotine=1pg/mL et al. 2013)
Streptococcus B- Plaies chirurgicales ; métrite ; CMI<0.25 mg/L CMI cefazoline <2ug/L (Giguere Steeve
haemolytiques Péritonite, abcés abdominaux et al. 2013)
CMI ceftofiur <0.5ug/mL | (Meyer et al.
2009)
Enterobacteriae Entérocolite Résistant (Enterobacter spp) | MIC<8 pg/mL (Corley, Stephen

2008)

Pseudomonas spp

Plaies chirurgicales ; Plaies
traumatiques ; Arthrite
septique ; ostéomyélite ;
métrite, kératite

Résistant

MICoo ceftofiur=[4- >8]
ug/mL

(Giguere Steeve
et al. 2013)

Rhodococcus equi

Péritonite, abcés abdominaux ;
Bronchopneumonie purulente
sur les jeunes poulains

MIC ceftofiur =1ug/mL

(Giguere Steeve
et al. 2013)

Salmonella spp

Entérocolite

MICgo ceftfofiur =1

(Giguere Steeve

et al. 2013)
MICyo céfalotine=8 (Ensink et al.
ug/mL 1993)
Taylorella Métrite contagieuse équine MICsg0 =0.25 pg/mL MICyo céfalotine=2 (Ensink et al.
equigenitalis ug/mL 1993)
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Il est important de préciser que les CMI ne proviennent pas forcement de bactéries isolées chez
un équidé. En effet, la CMI de la pénicilline G pour E.coli donnée par (Giguére Steeve et al.
2013) est issu d’une bactérie humaine. Les autres valeurs de CMI figurant dans le tableau
proviennent de pathogénes isolés chez I’animal sans indication d’espéce (Giguere Steeve et al.
2013) ou du cheval (Ensink et al. 1993 ; Meyer et al. 2009 ; Olsén et al. 2013 ; Uboh et al.

2000).
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Tableau 8: CMI seuils avec la méthode des disques de bactéries d'intérét provenant du CLSI 2018 pour les équidés. Le signe /
signifie que les données correspondantes sont indisponibles

s X Catégories interprétées et CMI seuils
Région Agent . . Concentration .
. . Organisme cible . ug/L Commentaires
corporelle | antimicrobien du disque — .
Sensible | Intermédiaire I Résistant
Staphyloccocus spp
Les valeurs critiques ont été
Appareil déterminées a partir d’examen des
resp|.rat0|re penicilline G Staphyloccocus / <05 1 2 fionnees de mlcroblologu’e et
, tissus spp I’analyse Pk et PD. Le schéma
mous posologique utilisé était :
22 000UI/Kg chaque 24h en IM.
Les valeurs critiques ont été
Peau, . .. .
appareil déterminées par une étude de la
respiratoire | Enrofloxaxine S.aureus / <0.12 0.25 0.5 d|str|b1ut|on des CMI a|n5|\que de
. I’analyse Pk/Pd aprés
et tissus L . , L
Mous administration d’enrofloxacine a la
dose de 7.5mg/kg/24h PO
Streptoccocus spp
Foals
. Valeurs seuils obtenues provenant
Streptoccocus equi . . .
subs de la microbiologie, analyse PK/PD.
Amikacine . p / <2 4 28 Poulains de moins de 11 jours.
zooepidemicus et B . A
subsp equi Schéma posologique utilisé :
peq Amikacine a 20mg/kg/24h en IV
Adults
Streptoccocus equi Valeurs seuils obtenues provenant
P subs q de la microbiologie, analyse PK/PD.
Amikacine . p / <4 8 216 Chevaux adultes. Schéma
zooepidemicus et . e N
subsp equi posologique utilisé : Amikacine a
Peq 10mg/kg/24h en IV ou IM
Pour les souches donnant des
Streptoccocus eaui résultats suggérés « non
Appareil P subs q9 sensibles », I'identification des
p,p . Ampicilline . p / <0.25 organismes et les résultats des
respiratoire zooepidemicus et I
. tests de sensibilité aux
subsp equi . . N
antibiotiques doivent étre
confirmés.
Les valeurs critiques ont été
Appareil déterminées a partir d’examen des
respiratoire s données de microbiologie et
P Il G Strepti <0.5 1 22 .
et tissus enicriiine reptoccocus spp / I'analyse Pk et PD. Le schéma
mous posologique utilisé était :
22 000UI/Kg chaque 24h en IM.
Les valeurs critiques de la
Cefazoline ont été déterminées a
. partir d’un examen des données de
Appareil Streptoccocus s distribution de la CMI et de
respiratoire Cefazoline P , ) PP / <2 4 8 , ,
.. B-hémolytique I’analyse des données PK/PD. Le
et génital , . e
schéma posologique utilisé était :
Cafazoline 25mg/kg administré
toutes les 6h en IV
. Cette valeur critique permettra la
Appareil Streptoccocus equi distinction de souches présentant
p.p . Ceftofiur subsp 30ug <0.25 S P
respiratoire . . une sensibilité réduite par rapport
zooepidemicus R . o
a la population originale.
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Dans le tableau 8 ci-dessus, sont présentes les différents seuils de sensibilités et de résistances
de bactéries vis-a-vis d’antibiotiques utilisés chez le cheval avec la méthode des disques. Les
« breakpoints » ont été realisés pour des bactéries isolées chez le cheval, donc sont spécifiques
d’espéces. Néanmoins, le CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI). 2018) d’ou
provient ces résultats, est une organisation américaine. Le tableau 8 nous donne donc une bonne
indication des différentes sensibilités des pathogenes du cheval vis-a-vis des antibiotiques
couramment utilisés aux Etats-Unis et il faut garder en téte que les souches européennes peuvent
avoir des sensibilités différentes de celles isolées dans d’autres régions du monde.

Le CASFM (Comité de I’ Antibiogramme de la Société Frangaise de Microbiologie 2019) publie
également des données de sensibilités de certains pathogenes animaux. Néanmoins, les seuils
ne sont pas déterminés avec des souches issues de 1’espéce cible mais proviennent en général
de souches humaines ou d’autres espeéces animales. Les valeurs critiques proposés pour le
cheval sont donc extrapolées de celles qui ont été déterminées en humaine ou chez d’autres
especes.
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PARTIE 2 : ETUDE EXPERIMENTALE

Le but cette étude est de déterminer les paramétres pharmacocinétiques et
pharmacodynamiques de trois formulations commerciales de pénicilline G disponibles et
utilisées en routine chez le cheval. En effet, les publications sur les bonnes pratiques
d’utilisation des antibiotiques donnent des doses et des fréquences d’administration différentes
de I’AMM. Par exemple, la Dépocilline ® est recommandée pour une utilisation a 22 000 Ul/kg
q 12h alors que la dose décrite dans I’AMM est de 10 mg/kg (ie 10 104 UI/Kg) q 24h.

Dans notre protocole expérimental, nous avons utilisé les doses figurants dans I’AMM afin de
Voir si ces schémas posologiques sont adaptés en toutes circonstances ou peuvent nécessiter
des adaptations. Les trois formulations commerciales étudiées ici sont : la Dépocilline ® et la
Duplocilline® qui sont largement utilisées en médecine vétérinaire et notamment comme
antibiothérapie de premiere intention chez le cheval. Le Pénétavet ® fait egalement partie de
I’étude, moins fréquemment employé en pratique courante mais qui intéresse les vétérinaires
car met en jeu des volumes d’injections moins importants et annonce une bonne pénétration
dans le parenchyme pulmonaire.

1) Matériel et méthode
A) Materiel
1) Médicaments utilisés
a) Dépocilline®
) Géneralites

La Dépocilline® est une solution de benzylpénicilline sous forme de
procaine de type suspension injectable.

NH2

Figure 10: Procaine pénicilline
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i) Description du produit

Composition (pour un mL) de Dépocilline ® :

Benzylpénicilline procaine monohydratée 170,41mg

Formulation : Suspension

Dose : 10mg/kg de poids vif/24h. Bien agiter le flacon pour homogeénéiser la suspension avant
I'emploi.

Voie d’administration : voie intramusculaire (maximum 20mL par point)

Numeéro de lot : FAP128/01

Date de péremption : 07/2021

Conditions de conservation : Conserver a une température comprise entre + 2°C et + 8°C, a
I'abri de la lumiere. Durée de conservation du médicament aprés premiere ouverture du
conditionnement primaire : 28 jours en PET, O jours en verre.

Fabriguant : Intervet

b) Duplocilline

i) Géneéralites
Il s’agit de la combinaison de benzylpénicilline procaine et de benzypénicilline benzathine.

® OH 0 OH
0 (o]
TIX
N A N A

C>-_\NH
0 o N
0

Figure 11: A gauche : molécule de benzylpénicilline ; a droite : benzathine
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i) Description du produit

Composition (pour un mL) de Duplocilline ®

Benzylpénicilline procaine monohydratée 85,20mg

Benzylpénicilline benzathine 91,95mg

Formulation : Suspension
Dose : 12,4mg/kg de poids vif/48h. Agiter le flacon avant emploi.

Voie d’administration : voie intramusculaire

Numéro de lot : FAP124/01

Date de péremption : 06/2021

Conditions de conservation : Conserver a une température comprise entre + 2°C et + 8°C, a
I'abri de la lumiere. Aprées ouverture : ne pas conserver.

Fabriquant : Intervet
c) Penetavet ) w ]
) Généralités )

Le Penetavet a pour principe actif le pénéthamate. )

i) Description du produit
Composition (pour un flacon)

Figure 12: Molécule de pénéthamate

lodhydrate de pénéthamate 5¢

Formulation : Poudre et solvant pour suspension injectable

Dose : 7,72 g de pénéthamate (soit 2x5 g d'iodhydrate de pénéthamate donc 2 flacons) le ler
jour, puis 3,86 g de pénéthamate (soit 5 g d'iodhydrate de pénéthamate donc 1 flacon) les
2eme et 3éme jour du traitement par cheval adulte. Préparation extemporanee de la
suspension a l'aide du contenu d'un flacon de solvant (15 ml). Bien agiter avant I'emploi.

Voie d’administration : voie intramusculaire profonde

Numéro de lot : 1800020

Date de péremption : 04/2020

Conditions de conservation : Apres reconstitution, ne pas conserver a une température
supérieure a 25°C. Apres reconstitution : conserver 2 jours.

Fabriguant : Merial
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2) Préparation du matériel test

Pour chaque antibiotique, les suspensions ont été administrées en intramusculaire stricte dans
le muscle fessier moyen, aprés vérification de 1’absence de sang avant injection. Le coté a été
consigné et I’injection a été realisée en utilisant des aiguilles roses (20G).

Le muscle glutéal a été choisis comme site préférentiel d’injection pour notre étude car plus
sécuritaire que les muscles semi-tendineux et semi-membraneux au moment de I’injection et
présentant moins de structures sensibles qu’au niveau de I’encolure.

La masse musculaire glutéale est également plus importante que celle du muscle trapéze, et
celui-ci peut poser des problemes pour pouvoir monter les chevaux apres injection.
Méme si I’encolure est un lieu d’administration intramusculaire largement utilis€¢ en pratique
terrain, la faible quantité de muscle, la grande quantité de fascia et la présence de structures
importantes telles que les cervicales ne favorisent pas cette localisation. On observe également
de maniere fréquente des réactions inflammatoires voire des abces post injection qui sont
difficiles a gérer dans cette zone.

Les suspensions a administrer pour chaque cheval ont été préparées le matin méme juste avant
chaque administration. Les chevaux ont été pesés dans la semaine précédant chaque phase
expérimentale. Les volumes des suspensions a administrer ont été ajustés au dernier poids
relevé.

Muscle trapeze (encolure)

Masse musculaire glutéale

Muscle semi-’
membraneux

Muscle semi-

ndineux
Masse musculaire f tendineu

pectorale

Figure 13: Sites d'injection en intramusculaire utilisés couramment chez le cheval. En gras et souligné, la masse musculaire
glutéale qui est le site d'administration choisis dans notre étude.
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Six chevaux en bonne santé agés de 4 a 15 ans ont été inclus dans cette étude. Ils

3) Chevaux inclus dans [’étude

appartiennent a I’Ecole Nationale Vétérinaire de Toulouse.

Tableau 9: Tableau récapitulatif des chevaux utilisés pour I'étude

Nom du cheval Usky Emma de Fontbrune Leridano ?OI‘IS de Uzes Déesse du
I’Atome Dropt
Numéro fiu cheval 1 ) 3 4 5 6
dans I'étude
Genre Malel Femelle Male castré Femelle Malel Femelle
castré castré
Race ONC Trotteur Frangais Pur-Sang Espagnol Tmttel.” oC Trottetfr
frangais Frangais
Poids (kg) 500 450 450 570 540 550
Age (an) 12 6 12 7 12 7

a) Condition de vie et d’utilisation des animaux durant 1’étude

Les chevaux sont hébergés en groupe au sein des paddocks de I’ENVT. IIs sont nourris avec
des granulés une fois par jour et ont un libre accés a 1’eau et au foin.

Un examen cliniqgue complet a été effectué dans la semaine précédant chagque phase
expérimentale puis a J1, J2, J3, J4, J6, J15, J21 et J30 pendant 1’expérimentation.

Les examens cliniques initiaux, la pesée des chevaux et les premiers prélévements de crottins
ont été effectués a J-6 ou J-5 et J-4 ou J-3 selon les phases.

Les 6 chevaux ont été mis en box pendant une journée lors de la semaine précedant le début de
la phase expérimentale afin de les accoutumer. Les hongres du centre équestre ainsi que les
juments du troupeau pédagogique vivent habituellement au pré durant toute I’année.

Figure 14: Photographie réalisée lors de la troisieme phase expérimentale en janvier 2020. Les chevaux 1 a 6 sont
respectivement dans les boxs de gauche a droite dans cet ordre. Source : Laura Chapuis

b) Antécédents de traitements/ expérimentation

Les commémoratifs concernant d’éventuelles participations a des études pharmacologiques ou
administrations de traitements antibiotiques des différents chevaux ont éte relevés.
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Les juments Déesse du Dropt, Doris de 1’Atome et Emma de Fontbrune n’ont re¢u aucun
traitement antibiotique de 2017 jusqu’au début de 1’étude, le 08/04/2019.

En ce qui concerne les hongres, seul Léridano (cheval n°3) a recu un traitement antibiotique par
voie générale le 1°" octobre 2018 dans le cadre d’une étude expérimentale. La substance
concernée est le Borgal® a la dose de 2,7mg/kg de triméthoprime et de 13,4 mg/kg de
sulfadoxine en une administration unique par voie intraveineuse.

Durant les périodes expérimentales, il est a noter que la jument Déesse (cheval n°6) a regu
0,01mg/kg de détomidine et 0,0lmg/kg de butorphanol dans le cadre d’un sondage
nasogastrique a cause d’un bouchon cesophagien 2 jours avant le début de la premiere phase
expéerimentale.

Les juments du troupeau pédagogique de 1’école ont été retrouvées le 18 septembre 2019 (ie
pendant la seconde phase expérimentale) enduites d’une substance huileuse non identifiée sur
la ligne dorsale.

Usky (cheval n°1) s’est retrouvé pendant la deuxiéme phase expérimentale dans un box ot un
cheval avait recu lors des semaines précédentes de 1I’Avemix® (triméthoprime et
sulfaméthoxypyridazine) et de la Finadyne® (flunixine méglumine). Il est important de préciser
que le box a été nettoyé et la litiere changée entre les deux chevaux.

B) Plan expérimental
1) Détails des phases

L’étude s’est déroulée selon 4 phases :

- Lapremiére du 08 au 13/04/2019

- Laseconde du 16 au 22/09/2019

- Latroisiéme du 16 au 25/01/2020

- La quatrieme phase le 26 et 27/10/20 pour les males et le 30 et 31/10/2020 pour les

juments.
PHASE 1 PHASE 3
08/04/2019-13/04/2019 16/01/2020-25/01/2020
) Dépocilline®,
Duplocilline®, ,
Pénétavet® Pénétavet®

PHASE 2 PHASE 4

16/09/2019-22/09/2019 26 et 27/10/2020 pour
Dépocilline®, les hongres
Duplocilline®, 30 et 31/10/2020 pour
les femelles

Pénicilline Na sodique

Figure 15: Frise chronologique des phases expérimentales. Les couleurs correspondent aux groupes de chevaux qui ont regu le
traitement dans une phase donnée. ; cheval 3 et cheval 4 ; cheval 5 et cheval 6
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2) Modalités d’administration

Les six chevaux présentés précedemment ont été utilisés pour cette étude. 1ls ont été séparés en
3 lots de 2 chevaux, 1 hongre et 1 femelle par lot.

Les administrations et les préléevements sanguins ont été effectués sur chacun des 3 lots
simultanément. Pour chaque semaine de traitement, les administrations ont démarré un lundi
noté J1.

Les antibiotiques ont été administrés selon les doses suivantes :
- Dépocilline® : administration IM a la dose de 10mg/kg a J1, J2 et J3
- Duplocilline ® : administration IM a la dose de 12,4mg /kg a J1 et J3

- Pénétavet® : administration IM de 2 flacons a J1, 1 flacon a J2 et 1 flacon a J3

- Pénicilline G sodique Panpharma ® : administration par IV lente d’une dose unique a 22 000
Ul/kg.

Aucune administration n’a été effectuée apres le J3.
Un unique prélévement sanguin par cheval a été réalisé le matin des J4, J5 et J6.

Les administrations intramusculaires ont été réalisées dans le muscle glutéal alternativement du
c6té droit et gauche pour chaque cheval.

> Tableau récapitulatif des produits administrés, de la dose et de la voie

Tableau 10: Tableau récapitulatif des doses administrées en mg/kg et converties en Ul/kg et de la voie d'administration

Dose équivalente

Nombre
Nom Produit administré Voie Dose e,n .- Fréquence d'administration
benzylpénicilline
(Ul/kg)
Dépo Dépocilline IM 10mg/kg 10104 24h 3
Dupl Duplocilline IM 12,4mg/kg 10237 48h 2
Péné Pénétavet IM 7,72 puis 3,86g/Cv 21191 24h 3

3) Collecte des échantillons
a) Prélévement sanguin

Un prelevement sanguin a été réalisé pour chaque animal :
- avant la 1 administration (T0),

- 0.25h, 0.5h, 0.75h, 1h, 2h, 3h, 4h, 6h, 8h, 12h et 23h30 aprés la 1°® administration & J1,
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- 0.5h, 1h, 2h, 12 h et 23h30 a J2 et J3,

- puis a J4, J5 et J6 autour de I’heure de premiére administration.
Les temps de prélevement sont exprimés en heure.

Les tableaux de prélévements détaillés pour chaque phase sont présentés en annexe (cf annexe
2,4 et 6).

Apres avoir étudié les résultats de la premiére phase et avant de commencer la seconde, un
prélevement a été ajouté a J4 a 12h pour les animaux recevant le Penetavet®. En effet, apres
étude de la courbe, il était nécessaire de rajouter un point pour préciser la pente de la courbe
des concentrations plasmatiques en pénicilline G pour ce médicament.

A chaque temps de prélévement, 5 mL de sang ont été prélevés d’une des veines jugulaires a
I’aide d’une aiguille noire (Systéme de prélévement Vacutainer, G22, 0,7x25mm) et d’un tube
sous vide hépariné. Les tubes ont été stockés dans un réfrigérateur jusqu’a la centrifugation des
échantillons. lls ont été centrifugés a 3000 tours par minutes pendant 10 min a +4°C dans
I’heure et le plasma collecté conservé a -80°C sous la forme de 2 aliquots de 200 puL et d’un
aliquot contenant le reste du plasma.

Auxtemps 0, 1, 6, 12 et 23h30 de J1, 2 aliquots de 200L ont été réalises en plus pour le dosage
des CK. Les CK ont été dosées afin d’évaluer la lyse musculaire provoquée par les injections
intramusculaires. En effet, les CK sont des protéines indicatrices majeures de 1’augmentation
de perméabilité de la membrane musculaire. Leur présence dans le plasma est considérée
comme un reflet de l1ésion musculaire. Pour les chevaux, les valeurs contrdles sont de 200 UI/L
de CK. Une augmentation de la concentration plasmatique en CK a I’état d’équilibre d’environ
50U/L en 24h peut étre imputé avec certitude a une destruction musculaire de seulement 3g si
la biodisponibilité systémique des CK libérées est a la fois rapide et totale (Toutain et al 1995).

Les plannings détaillés des injections et prélevements sont disponibles en annexe.

b) Prélévements d’urines

Un prélévement d’urines était prévu apres la premicre administration au cours de la journée.
L’objectif était de déterminer la fraction d’excrétion dans les urines des molécules étudiées.

De ce fait, les juments devaient étre sondées une premiere fois pour vider la vessie et un second
sondage devait étre réalisé un certain temps apres le premier pour pouvoir étre analyseé. Il est
cependant difficile de connaitre le volume résiduel d’urines dans la vessie aprés sondage et la
mise en place des différents prélevements pour chaque femelle s’avérait étre compliqué,
dangereux et chronophage. Il était de plus impossible de s’assurer que les juments n’urinent pas
dans I’intervalle de temps entre les 2 sondages.

L’urine des hongres devait étre récupérée apres miction spontanée. Dans ce cas, il est également
compliqué de connaitre le volume résiduel dans la vessie et le volume obtenu est supérieur a
celui apres sondage. De plus, il aurait fallu faire un suivi rapproché des hongres pour déterminer
I’heure, de facon la plus précise possible a laquelle ils avaient urine.

Face a ces constatations, il a été décidé lors du premier jour de la premiére phase de ne pas
récolter les urines.
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4) Recueil des informations durant les phases d’expérimentation

Pendant 1’étude, les chevaux ont été observés quotidiennement par les membres de 1’équipe et
toutes les anomalies et traitements recus ont été relevés.

Chaque cheval a fait I’objet d’un examen clinique complet avant son inclusion dans 1’étude, la
semaine précédant chaque phase clinique. Puis, matin et soir a J1, J2, J3 et enfin
quotidiennement a J4, J5, J6, J15, J21 et J30 pour chaque phase clinique.

Une observation détaillée a été réalisée dans I’heure suivant I’administration et une attention
particuliere a été accordée a des signes de colique, d’hypertonie musculaire, de flehmen, de
nervosité, de stéréotypie, d’agitation ou de dépression.

Les sites d’injections ont été surveillés : la tolérance locale (gonflement et induration) a été
¢valuée avant traitement, a 6 et 12h post traitement puis quotidiennement jusqu’a J6.

Score de gonflement

Score Observation

0 Aucun gonflement

1 Gonflement discret (< 5 cm diametre)

Gonflement modéré (>5cm, <10 cm
diametre)

3 Gonflement sévere (> 10 cm diamétre)

Figure 16: Grille utilisée pour déterminer un score de gonflement au site d’injection.

Induration (diameétre) avec un pied a coulisse

Score | Observation
0 Pas d’induration
1 Induration discrete (< 2 cm de diametre)
2 Induration modérée (> 2 cm, < 8 cm diametre)
3 Induration sévere (> 8 cm diametre)

Figure 17: Grille utilisée pour déterminer un score d'induration au site d'injection.

La douleur a éte également evaluée a I’aide d’une grille scoring de douleur ; avant injection a
6h, 12h post injection et tous les jours jusqu’a J6.

Cette grille a été réalisée a partir de recherche bibliographique sur 1’évaluation et les
manifestations de douleurs chez les chevaux et est disponible en annexe (cf annexe 1).
(de Grauw, van Loon 2016 ; van Loon, Van Dierendonck 2018 ; Guedes 2017 ; Wagner 2010 ;
Gleerup et al. 2015 ; Reid et al. 2017).
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C) Analyse des échantillons
1) Dosage de la pénicilline G dans le plasma

Les dosages de pénicilline ont été réalisés a posteriori par couplage chromatographie liquide et
spectrométrie de masse.

Une séquence comprend une gamme étalon avec au minimum 5 points de calibration qui a été
préparée avant chaque séquence de dosage et 2 séries de 3 contréles qualités (QC) recouvrant
la gamme : la premiere série est placée aprés la gamme pour valider la courbe de calibration et
la seconde en fin de séquence pour valider les analyses.

Un volume de 100 pL est nécessaire par echantillon.

a) Realisation des solutions filles de pénicilline G

Des solutions de pénicilline G (PeniG) ont été préparées pour réaliser la gamme étalon. Ces
solutions filles ont été réalisées a partir d’une solution mere de pénicilline a la concentration
10 000 UI/mL. Chaque solution fille a été préparée de la facon suivante :

- Solution PeniG a 100 pg/mL : ImL de chaque solution mére quantité suffisante pour
(gsp) 10 mL d’H2O ultrapure.

- Solution PeniG a 10 pg/mL : 1mL de chaque solution PeniG a 100 umL gsp 10 mL
d’H20 ultrapure.

- Solution PeniG a 1 yg/mL : 1ImL de chaque solution PeniG a 10 umL gsp 10 mL d’H20
ultra pure.

b) Reéalisation de la gamme étalon et des points de contréle de qualité

Les points de calibration et les QC ont été préparés par dilution des différentes solutions de
PeniG dans du plasma afin d’obtenir les concentrations suivantes : 0.01, 0.05, 0.1, 0.5, 1, 5, 10
pg/mL pour les points de calibration et 0.03 ; 1.5 et 7.5 pg/mL pour le QC bas, intermédiaire
et haut.

Du plasma de cheval « neutre » sans résidus de pénicilline a été utilisé pour réaliser la gamme
étalon et les QC.

c) Préparation du standard interne

A chaque fois qu’un échantillon est manipulé ou transferé il peut y avoir des pertes. L’utilisation
d’un étalon interne permet d’utiliser le ratio des surfaces des pics plutot que la hauteur des pics
seule qui peut varier selon si des pertes ont eu lieu ou non.

Il est introduit dans chaque point de la gamme étalon, point de contrdle ainsi que dans tous les
échantillons a doser. Le standard interne est ajouté a la méme concentration dans chaque
élément a doser.

66



Une solution mere d’ampicilline (AMPI) a 1 mg/mL a été préparée en dissolvant 10.6 mg
d’ Ampicilline sodium salt dans 10 mL d’H2O ultrapure. Une solution d’AMPI a 10 ug/mL a
été préparée en diluant 100 pL de la solution mére pour un volume final de 10 mL d’H20
ultrapure.

d) Extraction des echantillons

L’extraction des échantillons a été réalisée pour s’affranchir des protéines qui pourraient
affecter I’analyse spectrophotométrique et chromatographique.

Une solution de méthanol (MeOH) acidifié a 1% a été préparée en diluant 1 mL d’acide
formique dans 99 mL de MeOH de qualité LC/MS.

Les conditions d’extraction ont été les suivantes :

- 100 pL échantillon

- 10 pL de la solution de standard interne

- 150 pL de méthanol acidifié (1% acide formique)

- Vortex 1400 rotation par minute a 10°C pendant 2 minutes
- Centrifugation 20000g, 10 min, 4°C

- Préléevement de 100 pL de surnageant qui sera analysé

- Injection surnageant (10 uL) par la machine

Les échantillons ont été traités 30 par 30. Cette limitation est due au nombre de place disponible
dans la centrifugeuse pour les échantillons.

e) Critéres d’acceptabilité des résultats ou de conformité

Les criteres d’acceptabilité¢ de la courbe de calibration sont basés sur le calcul du pourcentage
des résidus de la concentration relative (RCR%) selon 1’équation ci-dessous :

(RC = NC) x 100
NC

RCR% =

Avec :
RC : Concentration calculée a partir des paramétres de la courbe de calibration
NC : Concentration nominale

Y4 des points de gamme peuvent étre rejetés si le RCR est supérieur a £20% (sauf pour la limite
de quantification (LOQ) qui peut étre inférieure a £ 25%).

La série de dosages est validée a partir des QC si au moins 4 des 6 QC injectés ont un RCR de
+20% par rapport a la concentration nominale. Ce qui signifie que 2 QC sur 6 peuvent étre
rejetés si ce ne sont pas des points de QC de méme concentration.
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2) Analyse non compartimentale

L’analyse non-compartimentale a été¢ réalisée a 1’aide du logiciel Phoenix 64 par Béatrice
Roques du laboratoire de pharmacologie-toxicologie de ’ENVT.

Les données ont été importées dans le logiciel. Dans un premier temps, des courbes pour chaque
cheval et chaque substance ont été tracées. Cette premiere visualisation des courbes sans
manipulations particuliéres a permis d’ajuster le traitement des données effectué par la suite.

Aucune donnée n’a été exclue pour cette analyse.

3) Dosage des CK dans le plasma

Les CK ont été dosées par analyse biochimique au laboratoire central de ’ENVT.

La voie intramusculaire est largement utilisée pour I’administration parentérale de substances
médicamenteuses en médecine vétérinaire. Les avantages de cette technique sont d’un point de
vue pratique, sa facilité de réalisation contrairement a un abord intraveineux et permet une
biodisponibilité du médicament proche de 100%. Néanmoins, les injections intramusculaires
sont souvent douloureuses et induisent régulierement des réactions locales au site d’injection.

Dans le cadre de notre étude, il nous semblait pertinent d’évaluer la tolérance aux injections de
ces trois médicaments afin de les comparer et d’avoir une approche des conséquences
d’injections répétées.

Il existe des méthodes morphologiques, biochimiques et physiques d’évaluation de tolérance
locale a une injection intramusculaire (Ferré et al 2004).

Une approche anatomo-pathologique permet d’évaluer précisément les dommages musculaires
aprés une injection intramusculaire. Cette méthode est néanmoins trop invasive pour étre
utilisée dans notre étude.

Une méthode d’imagerie qui tend a étre de plus en plus utilisée est I’échographie du site
d’injection. Cette technique d’imagerie permet une visualisation directe de la lésion a un
moment donné mais également de suivre sur un méme animal 1’évolution au cours du temps
(CABANIE 1994).

Des signes cliniques tels que des boiteries, des abces de I’hyperthermie ou de 1’anorexie sont
décrits apres des injections de médicaments par voie intra-musculaire. L’évaluation des 1ésions
musculaires post-injection se fait le plus souvent par une approche morphologique de la zone
d’injection et donc est essentiellement qualitative.

Nous avons utilisé cette approche dans 1’étude avec des scores de douleur et de tolérance aux
sites d’injections.

Néanmoins, une approche plus quantitative est intéressante a objectiver. L’activité plasmatique
des Créatines Kinases est un marqueur sensible et spécifique de la souffrance musculaire
(Lefebvre et al.). Les dommages aux cellules musculaires augmentent la perméabilité
membranaire ce qui permet a une partie ou la totalité du contenu intracellulaire de fuir dans les
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espaces extracellulaires. Le contenu libéré pénétre ensuite dans le plasma par drainage
lymphatique. Il est admis qu’il existe une relation entre la quantité de contenu de cellule libérée,
et les concentrations plasmatiques résultantes (activités) de certains analytes, avec I'étendue des
dommages aux organes. La Créatine Kinase est 1’enzyme utilisée pour quantifier les dommages
musculaires.

Différentes méthodes biochimiques d’analyses enzymatiques sont également décrites :

- Mesure de la quantité de muscle ayant perdu toute activité CK = Invasive
- Mesure de I’activité CK sérique
- Autres mesures enzymatiques

La technique employée dans notre étude est la mesure de 1’activité des CK sériques. Pour cela,
des échantillons sanguins ont été conservés par -80°C pour doser les CK plasmatiques. Les
prélevements a TO, T=1h, T=6h, T=12h et T=23,5 post injection ont fait I’objet d’un dosage
plasmatique des CK en plus du dosage de pénicilline.

Une analyse des CK a également été réalisée pour I’injection de pénicilline sodique (Péni Na)
par voie intraveineuse.

Le but du dosage des CK plasmatiques est d’objectiver la lyse musculaire aprés injection
musculaire des différentes formulations commerciales de pénicilline de notre étude.

» Traitement des données

Lors d’utilisation de 1’analyse des CK pour évaluer les dommages musculaires induits par
I’administration intra musculaire, plusieurs approches sont décrites :

- Comparaison des valeurs de CK a une valeur basale de référence a un moment défini.

- Détermination du pic de libération des CK lors de prélevements en série.

- Intégration d’une série de valeurs de concentrations d’activité en CK sérique sous forme
aire sous la courbe (AUC) en fonction du temps.

Les trois approches ci-dessus permettent toutes, chez le méme animal, de comparer
plusieurs formulations, mais ne donnent pas une évaluation quantitative de la masse de
muscle atteint par ’administration intramusculaire.

Une approche plus précise, permise par I’analyse pharmacocinétique de la concentration
d’activité CK plasmatique a été proposée. Trois parametres doivent étre déterminés pour
mesurer la quantité totale de CK libérées par le muscle lésé : la clairance des CK
plasmatiques, la biodisponibilité, et ’aire sous la courbe de 1’activité plasmatique des CK
au cours du temps. (Lefebvre H. P. et al.,1996).

Les aires sous la courbe des CK aprés administrations IM ou 1V des différentes substances
ont été obtenues par utilisation de la méthode des trapezes.
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1) Résultats de I’étude expérimentale

A) Analyse non compartimentale des données
1) Injection intraveineuse de Pénicilline G sodique

a) Donneées brutes

La courbe des concentrations plasmatiques en pénicilline G des 6 chevaux en fonction du

temps est représentée dans la figure ci-dessous :
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Figure 18: Concentration plasmatique de pénicilline G en fonction du temps aprés une
administration de pénicilline G sodique a 22 000Ul/kg par voie intraveineuse. Les numéros
correspondent aux chevaux de I’étude.

b) Analyse non compartimentale

Une analyse non compartimentale a été réalisée pour une administration intraveineuse avec

perfusion (dans le cas d’une IV lente) et sans pondération. La méthode de calcul utilisée était

« linear Up Log Down ».
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Tableau 11: Principaux parametres PK de la pénicilline G sodique déterminés par analyse non-compartimentale

Parameétres Unités Données
Cheval 1 | Cheval 2 | Cheval3 | Cheval4 | Cheval5 | Cheval 6
Nombre 11 11 11 11 11 11
d’échantillons
Dose_equivalente mg 12,31 12,10 12,63 12,18 12,31 12,18
en_Benzylpénicilline
Nombres de points 4 4 4 4 4 4
T1/2 hr 1,62 1,19 1,47 1,24 1,35 1,19
Tmax hr 0,10 0,05 0,07 0,05 0,05 0,05
Cmax ug/mL 57,19 87,54 86,87 85,11 74,27 85,86
AUCall hr¥ug/mL 19,48 23,29 22,12 22,89 17,21 19,86
AUCINF_obs hr¥ug/mL 19,55 23,32 22,18 22,93 17,24 19,90
AUC_%Extrap_obs % 0,33 0,14 0,26 0,20 0,16 0,18
Vz_obs mL/kg 1476,00 894,45 1208,89 953,56 1385,78 | 1053,60
Cl_obs mL/hr/kg | 629,72 518,91 569,39 531,08 714,05 612,12
Vz_pred mL/kg 1476,29 894,50 1209,32 953,74 1385,95 | 1053,84
Cl_pred mL/hr/kg | 629,84 518,94 569,59 531,18 714,14 612,26
Vss_obs mL/kg 357,66 233,32 291,95 253,94 297,83 269,30
Vss_pred mL/kg 356,47 233,09 290,12 253,12 297,06 268,21

T1/2 : temps de demi-vie, Tmax : temps pour lequel Cmax est observé, AUC : Aire sous la courbe totale (all) infinie (INF),
Vz: Volume de distribution apparent prédit (Pred) ou observé (Obs), Cl : clairance prédite (Pred) ou observée (Obs), VSS :
Volume de distribution & I'équilibre prédit (Pred) ou observé (Obs).

Remarque : Le pourcentage d’extrapolation nécessaire a la détermination de AUC nF est trés
faible dans ce cas (0,21% en moyenne). Ceci traduit le fait qu’il n’y quasiment pas
d’extrapolation pour avoir AUCnF €t que nous pouvons nous servir de cette valeur. On
considere que lorsque le taux d’extrapolation est inférieur a 10% les valeurs de AUCnF sont
exploitables. Dans le cas échéant, la AUC4 est utilisée.
Afin d’avoir une vue d’ensemble, les moyennes des 6 chevaux pour les principaux paramétres

sont regroupées dans le tableau ci-dessous.

Tableau 12: Tableau de synthése des moyennes des principaux paramétres pharmacocinétiques et pharmacodynamiques de

la pénicilline G sodique

Paramétre Unité Moyenne Ecart type

T1/2 hr 1,34 0,17

Cmax ug/mL 79,47 11,97
AUCall hr*ug/mL 20,81 2,36
AUCINF_obs hr*ug/mL 20,85 2,36
AUC_%Extrap_obs % 0,21 0,07

Vz_obs mL/kg 1162,05 235,65
Cl_obs mL/hr/kg 595,88 72,38
Vss_obs mL/kg 284,00 43,29

T1/2 : temps de demi-vie, Cmax : concentration maximale, Tmax: temps pour lequel Cmax est observé, AUC: Air sous la courbe
totale (all) ou infinie (INF), AUC%extra_obs: extrapolation nécessaire a I'obtention d’AUCig Vz :Volume de distribution
apparent, Cl_obs : clairance observée, VSS : Volume de distribution a I’équilibre observé (Obs)
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Le Tmax est le temps correspondant au pic de concentration (Cmax). Lors d’une intraveineuse,
il est obtenu au cours de I’injection du produit. Dans le cas d’une IV lente, la valeur potentielle
de la Cmax peut ne peut pas étre atteinte car 1’élimination commence avant méme la fin de
I’administration de la substance. On constate ici une importante variabilité de la Cmax qui est
en moyenne de 79,47 +/-11,97 pg/mL.

Le volume de distribution observé a 1’équilibre est de 0,28 L/kg qui est equivalent a ce que ’on
peut lire dans la littérature (Firth et al. 1986).La clairance plasmatique observée est de 595,88
mL/kg/heure soit 9,9 mL/kg/min ce qui est comparable aux valeurs mentionnées dans la
littérature ( 8,5mL/kg/min (Firth et al. 1986)).

2) Injection intramusculaire de Dépocilline ®
a) Donnees Brutes

Les concentrations plasmatiques en pénicilline G aprés les différentes administrations de
Dépocilline® en fonction du temps sont reportées dans la figure ci-dessous :
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Figure 19: Concentration plasmatique en pénicilline G en fonction du temps apreés
administration répétée de Dépocilline® a 10mg/kg q24h pendant 3 jours.

A partir des données brutes des concentrations plasmatiques de pénicilline G en fonction du
temps, nous avons pu déterminer certains parametres pharmacocinétiques

La Cmax et le Tmax ont eté déterminés a partir des prélevements compris entre To et T2z sh i€
post premiére injection. En effet, les prélevements ont été réalisés de maniére plus rapprochée
que pour les secondes et/ou troisiemes injections. Nous considérons donc que nos Cmax et
Tmax sont plus précis et significatifs pour la premiere injection.

Le tableau ci-dessous résume les Cmax et Tmax de chacun des chevaux aprés la premiére
injection de Dépocilline®.
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Tableau 13: Cmax et Tmax obtenus chez les 6 chevaux avec la Dépocilline® aprés la premiére administration

Numéro du Moyenne pour
cheval 1 2 3 4 > 6 les 6 chevaux Ecart type
Cmax (ug/ml) 1,13 1,75 0,53 0,58 0,74 0,43 0,86 0,50
Tmax (heure) 2,02 0,50 11,40 11,30 1,00 0,25 4,40 5,41

En ce qui concerne la Dépocilline ®, un Tmax moyen de 4,4h est observé mais avec une
variabilité importante des valeurs entre les individus.

b) Analyse non compartimentale

Une analyse non compartimentale a été menée dans un premier temps. La méthode de calcul
utilisé était « Linear Up Log Down ». Les résultats sont reportés dans le tableau ci-dessous.

Tableau 14: Principaux parameétres PK de la Dépocilline® déterminés par analyse non-compartimentale

Paramétres Unité Données
Cheval 1 | Cheval 2 | Cheval 3 | Cheval 4 | Cheval 5 | Cheval 6
Nombres échantillons 7 7 7 7 7 7
Dose_equivalente mg 10,00 10,00 10,00 10,00 10,00 10,00
en_Benzylpénicilline
Nombre de points 4 4 4 4 4 4
T1/2 hr 14,86 25,04 15,84 13,15 17,00 15,61
Tmaxiot
(remps postdernizre | e | 0%S | (e | @ | @i | @1 | 639
injection) (0,55) | (11,48) | (8,75) (8,17) (8,17) (8,35)
CmaXiot ug/mL 1,56 0,90 0,97 0,98 0,76 1,20
AUCall hr*ug/mL | 37,63 34,04 32,20 24,48 22,11 28,72
AUCINF_obs hr*ug/mL | 39,02 39,25 33,51 25,09 23,42 30,25
AUC_%Extrap_obs % 3,57 13,27 3,91 2,41 5,61 5,07
Vz_F_obs mL/kg 5493,23 | 9206,14 | 6819,36 | 7564,41 | 10469,44 | 7445,58
Cl_F_obs mL/hr/kg | 256,28 254,80 298,38 398,59 426,94 330,60
Vz_F_pred mL/kg 5503,23 | 9133,17 | 6764,35 | 7553,71 | 10434,12 | 7468,33
Cl_F_pred mL/hr/kg | 256,74 252,78 295,97 398,03 425,50 331,61

T1/2 : temps de demi-vie, Tmax : temps pour lequel Cmax est observé, AUC: Aire sous la courbe totale (all) infinie (INF), Vz:
Volume de distribution apparent prédit (Pred) ou observé (Obs), Cl : clairance prédite (Pred) ou observée (Obs),

Le logiciel Phoenix nous donne les résultats pharmacocinétiques ci-dessus pour toute la durée
de I’expérience. Neanmoins, comme mentionné plus haut, le Tmax et Cmax seront pris aprées
la premiere injection (tableau 13) .

Afin d’avoir une vue d’ensemble, les moyennes des 6 chevaux pour les principaux parametres
sont regroupées dans le tableau ci-dessous.
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Tableau 15: Valeurs moyennes des parameétres pharmacocinétiques de la Dépocilline® pour les 6 chevaux de I'étude.

Paramétres Unité Valeurs moyennes Ecart type
des 6 chevaux

T1/2 heure 16,92 4,61
TmaXiot heure 55,58 4,08
Cmaxot pg/L 1,06 0,31
AUCall h* ug/L 29,86 6,56
AUCINF_obs h* pg/L 31,76 7,51
AUC_%Extrap_obs h* ug/L 5,64 4,35

Vz_F_obs ml/kg 7833,03 1960,89
Cl_F obs ml/h/kg 327,60 80,85

Vz_F_pred ml/kg 7809,48 1942,56
Cl_F_pred ml/h/kg 326,77 80,85

T1/2 : temps de demi-vie, Cmaxtor : concentration maximale pour I'ensemble de la phase, Tmax.:: temps pour lequel Cmax
est observé pour I'ensemble de la phase, AUC: Aire sous la courbe totale (all) ou infinie (INF), AUC%extra_obs: extrapolation
nécessaire a l'obtention d’AUCink,; Vz : Volume de distribution apparent, Cl_obs : clairance observée, VSS: Volume de
distribution a I’équilibre observé (Obs)

Le pourcentage d’extrapolation pour I’obtention de AUC/nr est <10% donc considéré comme
interprétable. Les Tmax et Cmax que nous utiliserons par la suite sont ceux obtenus apres la
premiere injection (tableau 13). Néanmoins, nous pouvons commenter leurs valeurs du tableau
ci-dessus. Elles correspondent aux Cmax et Tmax sur I’ensemble de la phase expérimentale.
Nous voyons dans le tableau 15 que la concentration maximale sur les 3 jours d’expérimentation
est obtenue & 55,58 heures soit environ 8h aprés la seconde injection. Ceci peut faire part d’un
phénoméne d’accumulation de la pénicilline G plasmatique. Nous remarquons également que
la concentration plasmatique en pénicilline G n’augmente pas d’avantage apres la troisiéme
injection a 72h.

» Temps de demi-vie d’élimination
Le temps de demi-vie de la Dépocilline® pour une dose de 10104UI/kg est d’environ 17h.

En pratique courante, les vétérinaires équins utilisent souvent de la pénicilline toutes les 12h a
la dose de 22 000UI/kg alors que dans le dossier d’AMM mentionne une administration par
jour (g24h) pour des doses de 7073 a 17177 Ul/kg.
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3) Injection intramusculaire de Duplocilline ®
a) Données brutes

Les concentrations plasmatiques en peénicilline G en fonction du temps des 6 chevaux sont
reportées dans la figure ci-dessous :
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Figure 20: Concentrations plasmatiques en pénicilline G en fonction du temps apreés 2
administrations de Duplocilline® a la dose de 12.4mg/kg q 48h. Les numéros correspondent aux
identifiants des chevaux de I'étude.

La Cmax et le Tmax ont été déterminés a partir des prélevements compris entre To et Tagn ie
post premiére injection.

Le tableau ci-dessous regroupe les différents Cmax et Tmax aprés la premiere injection de
Duplocilline® pour les 6 chevaux de 1’étude.

Tableau 16: Analyse Cmax et Tmax Duplocilline® aprées la premiére administration soit dans I'intervalle 0-48h.

Numéro du Moyenne pour
cheval 1 2 3 4 > 6 les 6 chevaux Ecart type
Cmax (pg/ml) 0,65 0,39 1,00 0,67 0,69 0,69 0,68 0,19
Tmax (heure) 0,23 1,02 2,02 6,01 0,52 0,23 1,67 2,23

La concentration maximale en pénicilline aprés injection de Duplocilline® est atteinte
rapidement. 66% des chevaux ont eu une Cmax atteinte en moins de 1 heure. On remarque une
fois de plus une variabilité interindividuelle non négligeable.

b) Analyse non compartimentale

L’analyse non compartimentale a été menée selon le méme modéle que pour la Dépocilline®.
Les résultats sont reportés dans le tableau ci-apres.
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Tableau 17: Principaux parametres PK de la Duplocilline ®déterminés par analyse non-compartimentale

Parameétres Unité Données
Cheval 1 | Cheval 2 | Cheval 3 | Cheval 4 | Cheval 5 | Cheval 6
 Nombres 7 7 7 7 7 7
échantillons
Dose_equivalente mg 12,40 | 1240 | 1240 | 1240 | 1240 | 12,34
en_Benzylpénicilline
Nombre de points 4 4 4 4 4 4
T1/2 hr 38,81 27,94 32,61 34,04 24,17 30,38
TmaXot
(Temps post derniére hr 52()6022 52()6022 52()6022 429,0022 5206033 419,0000
fection) (202) | (02 | (02 | 02) | 03) | (100
Cmaxtot ug/mL 0,57 0,64 1,21 0,63 1,12 0,71
AUCall hr*ug/mL 15,11 15,30 32,71 14,19 18,14 19,77
AUCINF_obs hr*ug/mL | 20,94 18,80 42,29 18,13 21,51 25,21
AUC_%Extrap_obs % 27,84 18,59 22,64 21,71 15,69 21,58
Vz_F_obs mL/kg | 33148,65 | 26588,46 | 13794,82 | 33588,72 | 20100,49 | 21455,40
Cl_F_obs mL/hr/kg | 592,11 659,73 293,23 684,05 576,46 489,52
Vz_F pred mL/kg | 33699,37 | 27265,64 | 14258,77 | 33694,83 | 21171,14 | 21978,60
Cl_F_pred mL/hr/kg | 601,95 676,54 303,09 686,21 607,16 501,46

T1/2 : temps de demi-vie, Tmax : temps pour lequel Cmax est observé, AUC : Aire sous la courbe totale (all) infinie (INF),
Vz: Volume de distribution apparent prédit (Pred) ou observé (Obs), Cl : clairance prédite (Pred) ou observée (Obs), VSS :
Volume de distribution a I’équilibre prédit (Pred) ou observé (Obs).

Afin d’avoir une vue d’ensemble, les moyennes des 6 chevaux pour les principaux

paramétres sont regroupées dans le tableau ci-dessous.

Tableau 18: Valeurs moyennes des parametres pharmacocinétiques de la Duplocilline® pour les 6 chevaux de |'étude.

R .. Valeurs moyennes
Parametres Unité . Ecart type
des six chevaux

T1/2 heure 31,32 5,07

Tmax heure 49,68 0,52

Cmax ng/L 0,813 0,28

AUCall h* ug/L 19,20 6,94

AUCINF_obs h* ug/L 24,48 9,07

AUC_%Extrap_obs h* ug/L 21,34 4,09
Vz_F obs ml/kg 24779,42 7804,14
Cl_F_obs ml/h/kg 549,18 142,88
Vz_F_pred ml/kg 25344,72 7679,35
Cl_F_pred ml/h/kg 562,73 143,44

T1/2 : temps de demi-vie, Tmax: : temps pour lequel Cmax,: est observé, AUC : Aire sous la courbe totale (all)
infinie (INF), Vz: Volume de distribution apparent prédit (Pred) ou observé (Obs), Cl : clairance prédite (Pred) ou
observée (Obs), VSS : Volume de distribution a I’équilibre prédit (Pred) ou observé (Obs).
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Le pourcentage d’extrapolation pour 1’obtention de AUCnr est >10% donc considéré comme
non utilisable. Cela est probablement dii au mélange des 2 formes de pénicilline dans la
formulation qui n’ont probablement pas la méme pharmacocinétique. La AUCa a donc été
exploité a sa place. Les Tmax et Cmax que nous utiliserons par la suite sont ceux obtenus aprés
la premiere injection et sont mentionnés dans le tableau 16.

Néanmoins, nous pouvons commenter leurs valeurs. En effet, ils correspondent aux Cmax et
Tmax sur I’ensemble de la phase expérimentale. Nous voyons que la concentration maximale
sur les 3 jours d’expérimentation est obtenue a 49,68 heures soit quasiment deux heures apres
la seconde injection. Les administrations suivantes ne permettent pas 1’obtention de
concentrations plasmatiques en pénicilline plus élevées qu’aprés la premiére. Cette observation
peut nous amener a émettre un doute quant au phénomene d’accumulation plasmatique en
pénicilline apres des administrations répétées en Duplocilline®. Une hypothése serait que
I’intervalle entre les deux doses est trop élevé pour permettre une accumulation de la pénicilline
dans le plasma. Par ailleurs I’accumulation plasmatique de pénicilline G n’est pas toujours
nécessaire.

» Temps de demi-vie d’élimination

Le temps de demi-vie de la Duplocilline® est d’environ 31,3h. Ce parametre est utilisé en
analyse PK/PD pour déterminer I’intervalle d’administration (C).

Compte tenu de cette donnée, la tendance de certains vétérinaires d’utiliser de la Duplocilline®
toutes les 24h (contrairement a toutes les 48h comme indiqué dans I’AMM) peut étre pertinente
dans le but d’optimiser la couverture antibiotique de 1’animal. Ce temps de demi-vie est une
fois de plus entre les intervalles recommandés par I’AMM et I’utilisation terrain courante.
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4) Injection intramusculaire de Pénétavet®

a) Données brutes

Les concentrations plasmatiques en pénicilline G en fonction du temps des 6 chevaux apres

administrations répétées de Pénétavet ® sont représentées dans la figure ci-dessous.
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Figure 21:Concentration en pénicilline G plasmatique en fonction du temps pour les 6 chevaux
aprés administration de Pénétavet a une premiére dose de 7.72g par cheval puis a 3.86g pour
les deux injections suivantes a 24 heures d’intervalle.

De la méme fagon que pour la Dépocilline®, les Cmax et Tmax ont été déterminés a partir des
prélévements compris entre To et T2zsn ie post premiére injection.

Un tableau récapitulatif mentionnant le Cmax et Tmax pour chacun des chevaux aprés
administration du Pénétavet® est disponible ci-dessous.

Tableau 19: Analyse Cmax et Tmax Pénétavet pendant I'intervalle TOh- T24h.

Numéro du Moyenne pour
cheval 1 2 3 4 > 6 les 6 chevaux Ecart type
Cmax (pg/ml) 0,51 0,32 0,52 0,28 0,85 1,30 0,63 0,38
Tmax (heure) 11,61 6,00 8,00 0,58 4,00 0,75 5,16 4,29

b) Analyse non compartimentale

De la méme fagon que pour les molécules précédentes, une analyse non compartimentale a été

menee. Les résultats des différents parameétres étudiés sont regroupés dans les tableaux ci-

dessous
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Tableau 20 : Principaux paramétres PK du Pénétavet ®déterminés par analyse non-compartimentale

Parametres Unités Données
Cheval1l | Cheval2 | Cheval 3 | Cheval4 | Cheval5 | Cheval 6
_ Nombre 7,00 7,00 6,00 7,00 5,00 6,00
échantillions
Dose equivalente en mg 5,52 5,96 7,04 5,23 5,54 5,83
Benzylpénicilline
No_points_lambda_z 4,00 4,00 3,00 4,00 2,00 3,00
T/12 hr 8,61 8,20 8,95 7,77 8,49 7,68
Tmaio: 56,13 56,48 | 49,98 | 56,68 | 56,60 50,03
(Temps post hr (8,13) | (848) | (1,98) | (868) | (8,60) (2,03)
derniére injection) ! ! ! ! ! !
CraXeor ug/mL 0,27 0,34 0,45 0,36 0,51 0,43
AUCall hr*ug/mL | 6,10 7,52 8,67 6,41 7,55 8,69
AUCINF_obs hr*ug/mL 6,24 7,66 9,53 6,55 9,24 8,83
AUC_%Extrap_obs % 2,25 1,82 9,03 2,21 18,25 1,58
Vz_F_obs mL/kg | 10987,29 | 9210,45 | 9541,16 | 8952,69 | 7343,84 | 7320,93
Cl_F_obs mL/hr/kg | 884,56 | 778,15 | 739,03 | 798,32 | 599,79 | 660,55
Vz_F_pred mL/kg | 10941,46 | 9166,01 | 9451,85 | 8980,58 | 7343,84 | 7298,23
Cl_F_pred mL/hr/kg | 880,87 | 77439 | 732,11 | 800,80 | 599,79 | 658,50

T1/2 : temps de demi-vie, Tmax : temps pour lequel Cmax est observé, AUC : Aire sous la courbe totale (all) infinie (INF), Vz:
Volume de distribution apparent prédit (Pred) ou observé (Obs) , Cl : clairance prédite (Pred) ou observée (Obs), VSS : Volume
de distribution a I’équilibre prédit (Pred) ou observé (Obs).

Afin d’avoir une vue d’ensemble, les moyennes des 6 chevaux pour les principaux parametres
sont regroupées dans le tableau ci-dessous.

Tableau 21: Valeurs moyennes des parametres pharmacocinétiques du Pénétavet® pour les 6 chevaux de I'étude

| e Valeurs moyennes
Parametres Unité des 6 chevaux Ecart type
T/12 heure 8,28 0,49
Tmax heure 54,32 3,34
Cmax ug/L 0,39 0,09
AUCall h* pg/L 7,49 1,09
AUCINF_obs h* ug/L 8,00 1,40
AUC_%Extrap_obs h* ug/L 5,86 6,70
Vz_F_obs ml/kg 8892,73 1398,70
Cl_F_obs ml/h/kg 743,4 101,64
Vz_F_pred ml/kg 8863,66 1380,49
CI_F_pred ml/h/kg 741,08 101,07

T1/2 : temps de demi-vie, Tmax : temps pour lequel Cmax est observé, AUC : Aire sous la courbe totale (all) infinie
(INF), Vz: Volume de distribution apparent prédit (Pred) ou observé (Obs), Cl : clairance prédite (Pred) ou observée

(Obs), VSS : Volume de distribution a I’équilibre prédit (Pred) ou observé (Obs).

Le pourcentage d’extrapolation pour 1’obtention de AUCnr est <10% donc considéré comme
interprétable. Les Tmax et Cmax que nous utiliserons par la suite sont ceux obtenus apres la
premiére injection (tableau 19) et non ceux du tableau ci-dessus.
Nous allons toutefois commenter les valeurs de Cmax et Tmax obtenues sur I’ensemble de la
durée de la phase expérimentale. La concentration maximale est obtenue a 54.32 heures soit 6
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heures apres la troisieme administration. Néanmoins, cet éventuel effet accumulatif n’est pas
visible sur les courbes de concentration plasmatique en pénicilline G de la figure 21.

» Temps de demi-vie d’élimination

Le temps de demi-vie du Pénétavet ® est d’environ 8.28h. Ce parameétre est utilisé en analyse
PK/PD pour déterminer I’intervalle d’administration (C).

Dans le dossier d’AMM, il est mentionné qu’une administration par jour de Pénétavet® est
nécessaire. Néanmoins, d’apres notre étude, il semblerait qu’une administration par jour ne soit
pas suffisante si I’on considére I’intervalle entre deux doses comme étant le temps de demi-vie.

> Aire sous la courbe (AUC)

L’aire sous la courbe correspond a I’exposition du patient a la molécule. Ce paramétre est
directement lié a la dose.

L’AUC)nF qui correspond a ’aire sous la courbe extrapolée a un temps infini est d’en moyenne
pour les 6 chevaux de 8 h.ug/L ce qui est faible si I’on compare cette valeur a celle des autres
substances. Ceci peut s’expliquer par le fait que le T12 du Pénétavet® est nettement inférieur a
ceux de la Dépocilline® et de la Duplocilline® et donc que son élimination est plus rapide.

5) Interprétation de la clairance apparente et du volume de distribution

Les paramétres « vrais » caractérisant la pharmacocinétique de la pénicilline G sont ceux
déterminées lors de son administration intravasculaire.

La clairance apparente Cl_F est calculée par le logiciel en utilisant la formule (FxDose) /AUC
qui prend en compte la fraction passée en intravasculaire de la dose administrée par voie
extravasculaire qui est réellement passée dans la circulation systémique.

Le volume de distribution apparent VVz_F est également une valeur non interprétable dans le cas
de nos administrations extravasculaires d’esters ; En effet, nous avons administré par voie
intramusculaire des esters de pénicilline G a hydrolyse lente. Il y a de ce fait, une libération
continue de principe actif depuis le site d’injection. La pente terminale ne correspond donc pas
a la pente d’élimination. La formule suivante permet de mieux comprendre comment est
déterminé Vz_F:

Cl_F

vz k= lambdaz

Ou lambdaz est la pente terminale de la courbe des logarithmes des concentrations en fonction
du temps
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6) Calculs des biodisponibilités

A partir des données obtenues par 1’analyse non compartimentale, nous avons calculé les
différentes biodisponibilités pour chaque cheval et chaque molécule. Nous avons pour cela
utilisé la formule suivante :

_ AUC voie testée
"~ AUC voie de référence

Dose voie référence

Dose voie testée

Ce qui nous donne le tableau ci-dessous :

Tableau 22: Biodisponibilités par cheval et par molécule

Biodisponibilité | Cheval Cheval 2 Cheval 3 Cheval4 | Cheval 5 Cheval 6 | Moyenne | Ecart type
Dépocilline® 0,76 0,84 0,33 0,56 0,45 0,51 0,58 0,19
Duplocilline® 0,50 0,49 0,53 0,49 0,50 0,49 0,50 0,01
Pénétavet® 0,13 0,16 0,08 0,16 0,18 0,14 0,14 0,03

La biodisponibilité F correspond a la fraction de médicament qui atteint la circulation générale
et a la vitesse a laguelle elle y parvient. La biodisponibilité absolue correspond a la voie de
référence qui est la voie intraveineuse.

Plus la biodisponibilité est elevée moins il y a de variabilité interindividuelle de I’exposition
puisque gque le médicament se retrouvera facilement dans la circulation générale. En revanche,
plus la biodisponibilité est faible, plus il y aura de variabilité interindividuelle de 1’exposition.

La Dépocilline® et la Duplocilline® ont des biodisponibilités proches (respectivement 58% et
50%) alors que le Pénétavet® a une biodisponibilité bien plus faible avec 14%.

B) Analyse PKPD des courbes de concentrations plasmatiques en
pénicilline G en fonction de CMI90 provenant de la littérature

Pour I’analyse PK/PD des 3 formules commerciales, nous avons ajouté aux courbes de
concentration plasmatique en pénicilline G en fonction du temps plusieurs lignes qui
correspondent a différentes CMI trouveées dans la littérature :

- Le RCP du Pénétavet® donne une CMly des staphylocoques pour la pénicilline de
0,5ug/mL.

- LaMICg de Younkin et al 2019 pour les Staphylococcus spp de 4pg/mL.
- La MICg de Younkin et al 2019 pour les Streptococcus spp de 0,06pg/mL.

La valeur cible pour les antibiotiques temps-dépendant comme les B-lactamines est d’avoir un
temps supérieur a la CMI pendant au minimum 50% de I’intervalle entre deux doses (Craig
1998). Par la suite, nous utiliserons ce critére afin d’évaluer les différents T>CMI obtenus.
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1) Deépocilline®

Dépocilline

~
0,01
0 24 48 72 96 120 144
—— MIC90 strepto Youkin —8—CV1 Dépo —8—CV2 Dépo CV3 Dépo
CV4 Dépo —— (V5 Dépo —8—Cv6 Dépo —_1
—_12 —_13 ——MIC90 Staph Younkin MIC90 Stpah RCP

Figure 22: Représentation graphique de la concentration en pénicilline G (ug/kg) en fonction du temps. Les moments
d'injection sont représentés par des lignes verticales noires.

En considérant la CMI de Younkin et al 2019 pour les Streptocoques a 0,06ug/ml, la
concentration plasmatique en pénicilline G est largement supérieure a la CMI pendant une durée
d’environ 50h apres la derniere injection.

Nous avons de ce fait répertorié le laps de temps pour lequel la concentration en antibiotique
était supérieure a la CMI, pour plusieurs CMI trouvées dans la littérature.
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Tableau 23: Etude du ratio T>CMI selon différentes CMI de la littérature pour la Dépocilline®

T>CMI pendant l'intervalle 0-24h- Dépocilline®

Temps au-dessus de la
CcMI

Cvl

Cv2

Cv3

cva

CV5

Ccve

MOYENNE

ECART TYPE

T>CMI Younkin et al
2019 Streptocoques
(0,06pg/mL)

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

0%

T>CMI RCP
Staphylocoques
(0,5pg/mL)

100%

20%

0%

15%

15%

0%

25%

37%

T>CMI Younkin et al
2019 Staphylocoques

(4pg/mL)

0%

0%

0%

0%

0%

0%

0%

0%

En prenant la CMIg de Younkin et al 2019 pour les streptocoques, la concentration est
supérieure a la CMlgo durant tout I’intervalle entre deux administrations ce qui est tres
satisfaisant d’un point de vue succes thérapeutique. Par ailleurs, les concentrations en
pénicilline ne sont supérieures & la CMlg que pendant 25% du temps entre deux doses en
prenant la CMIg0=0,5 pg/mL voire 0% en considérant la CMI par Younkin et al 2019 pour les
staphylocoques.

Tableau 24: Etude du ratio T>CMI pendant I'intervalle 0-72h pour la Dépocilline ©

Temps > CMI pendant l'intervalle 0-72h Dépocilline®

Temps au-dessus
de laCMI

Ccvl

Ccv2

Ccv3

Ccva

CV5

Cve

MOYENNE

ECART
TYPE

T>CMI Younkin et
al 2019
Streptocoques
(0,06pug/mL)

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

0%

T>CMI RCP
Streptocoques
(0,5pg/mL)

100%

63%

64%

63%

36%

35%

60,3%

0,24%

T>CMI Younkin et
al 2019
Staphylocoques
(4pg/mlL)

0%

0%

0%

0%

0%

0%

0%

0%

L’étude des deux intervalles présentés dans les tableaux ci-dessus permettent de visualiser
I’effet cumulatif en pénicilline dans 1’organisme. On remarque que le T>CMI est plus élevé
apres la seconde injection (realisee a 24h). Pour I’intervalle 0-72h et en considérant la
CMlgo intermediaire (0,5ug/mL) le temps> CMI est plutdt satisfaisant (en se basant sur le
critere T>CMI pendant au moins 50% comme indicateur de succes thérapeutique).
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2) Duplocilline ®
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Figure 23: Représentation graphique de la concentration en pénicilline G (ug/kg) en fonction du temps. Les temps d'injection
sont représentés par des lignes verticales noires.

En considérant la CMIgo de Younkin et al 2019 pour les streptocoques, la concentration

plasmatique en pénicilline G est au-dessus de la CMI pour 100% des chevaux pendant 32h et
pour 66% d’entre eux a 48h. Aprés la seconde injection a 48h, tous les chevaux admettent une
concentration plasmatique en pénicilline supérieure a 0,06pg/mL.

Nous avons répertorié le laps de temps pour lequel la concentration en antibiotique était
supérieure a la CMI, pour plusieurs CMI trouvées dans la littérature.

Tableau 25: Etude du ratio T>CMI selon différentes CMI de la littérature pour la Duplocilline®. Le T24 correspond au T>CMI
en considérant un intervalle d’administration de 24h.

T>CMI pendant I'intervalle 0-48h- Duplocilline®

Temps au-dessus de la
cMI

Cvl

Ccv2

Cv3

Ccv4a

CV5

Cvé

MOYENNE

ECART TYPE

T>CMilso Younkin et al
2019 Streptocoques
(0.06pug/mL)

100%

100%

100%

>73%

>73%

>73%

86,5%

0,15%

T>CMlgo RCP
staphylocoques
(0.5pg/mL)

0%

0%

42,6%

18,6%

4%

20%

14,2%

0,16%

T>CMlso Younkin et al
2019 Staphylocoques

(4pg/mL)

0%

0%

0%

0%

0%

0%

0%

0%
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La méme observation que pour la Dépocilline® peut étre fait pour la Duplocilline® : les
temps>CMI sont trés hétérogénes en considérant comme breakpoint la valeur de 0,5ug/mL. Les
concentrations obtenues sont supérieures a cette derniére CMlIg pendant seulement 14,2% de
I’intervalle entre deux administrations en moyenne.
Le ratio de T> CMI est satisfaisant pour la CMIlgo donnée par Younkin et al 2019 pour les
streptocoques avec en moyenne une concentration supérieure a la CMI pendant 86,5% de
I’intervalle entre deux doses.
Comme pour la Dépocilline®, le seuil de 4pg/mL n’est jamais atteint.

Tableau 26: Etude du ratio T>CMI pour I'intervalle 0-72h pour la Duplocilline®

Temps > CMI pendant l'intervalle 0-72h Duplocilline®

Temps au-dessus
de la CMI

Cvl

cv2

Ccv3

Ccva

CV5

Cveé

MOYENNE

ECART TYPE

T>CMlso Younkin
et al 2019
(0,06pug/mL)

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

0%

T>CMlso RCP
staphylocoques
(0,5ug/mL)

2,6%

8,8%

57%

5%

19%

29%

20%

0,20%

T>CMilso Younkin
et al 2019
Staphylocoques
(4ug/mL)

0%

0%

0%

0%

0%

0%

0%

0%

Dans la méme idée que pour la Dépocilline ®, 1’¢tude des deux intervalles présentés dans
les tableaux ci-dessus permet de visualiser I’effet cumulatif en pénicilline dans 1’organisme.
On remarque que le T>CMI est plus élevée apreés la seconde injection (réalisée a 48 h). Pour
I’intervalle 0-72h et en considérant la CMlgo intermédiaire de 0,5ug/mL, le temps> CMI est
observé pendant 20% du temps entre deux doses. Donc sur la durée du traitement de 3 jours,
I’effet cumulatif ici ne permet pas d’atteindre des concentrations qui entraineraient un
succes therapeutique si 1’on considére cette CMIgo. Cet effet cumulatif est neanmoins visible
et satisfaisant si I’on considére comme point d’arrét la CMIgo donnée Younkin et al 2019
pour les streptocoques.
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3) Pénétavet ®

Pénétavet
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Figure 24 : Représentation graphique de la concentration en pénicilline G (ug/kg) en fonction du temps. Les temps
d'injection sont représentés par des lignes verticales noires.

Nous avons de ce fait répertorié le laps de temps pour lequel la concentration en antibiotique

était supérieure a la CMI, pour plusieurs CMI évoquées dans la littérature.
En considérant la CMIgo de Younkin et al 2019 pour les streptocoques, la concentrati

on

plasmatique en pénicilline G est supérieure a la CMI pendant 86,5% de I’intervalle entre deux
doses ce qui est satisfaisant. Néanmoins, pour les deux autres CMIgo qui concernent les
staphylocoques, la pharmacodynamie ne permet pas d’envisager un succes thérapeutique si ’on
considére que ce dernier est lié a un T>CMI pendant au moins 50% de I’intervalle
d’administration (cf Tableau 27 et 28).

Tableau 27: Etude du ratio T>CMl selon différentes CMI de la littérature pour le Pénétavet®.

Temps > CMI pendant l'intervalle 0-24h- Pénétavet®

Temps au-dessus de la
cMI

Cvl

Ccv2

Ccv3

cv4a

CV5

Cvée

MOYENNE

ECART TYPE

T>CMlgo Younkin et al
2019 (0,06pug/mL)

100%

100%

100%

>73%

>73%

>73%

86,5%

0,15%

T>CMlso RCP
staphylocoques
(0.5pg/mL)

0%

0%

0%

0%

20%

30%

9%

0,14%

T>CMlso Younkin et al
2019 Staphylocoques
(4ug/mL)

0%

0%

0%

0%

0%

0%

0%

0%
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Tableau 28: Etude du ratio T>CMI pour les intervalles 24-48h et 0-72h pour le Pénétavet®

Temps > CMI pendant l'intervalle 0-72h Pénétavet®

Temps au-dessus de
lacMmi cv1 Ccv2 cv3 cva CV5 Cvée MOYENNE | ECART TYPE

T>CMlgo Younkin et

0, 0, 0, 0, 0, 0, 0, 0,
al 2019 (0,06pg/mL) 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 0%

T>CMlgo RCP
staphylocoques 0% 0% 9% 0% 6% 11% 4% 0,05%
(0,5pg/mL)

T>CMlso Younkin et
al 2019
Staphylocoques

(4ug/mL)

0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0%

L’¢étude a 0-72h présentée dans le tableau ci-dessus permet de visualiser I’effet cumulatif de la
concentration en penicilline dans I’organisme. On remarque que le T>CMI n’est pas plus élevé
apres la seconde injection (réalisée a 24h) voire diminué (1 seul flacon au lieu de 2 préconisé
par le RCP a 24 et 48h). Donc sur la durée du traitement de 3 jours, la concentration en
pénicilline plasmatique ne reste correcte que si I’on considére comme valeur critique celle
donnée pour les streptocoques par Younkin et al 2019 mais pas pour les staphylocoques.
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C) Etude de la tolérance
1) Etude des CK plasmatiques
a) Concentrations plasmatiques en CK

Dosage Ck Dépocilline ®
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Figure 25: Concentration plasmatique en CK en fonction du temps pour les 6 chevaux de I’étude. Les CV suivi d’un
nombre correspondent aux identifiants des chevaux de I’étude. L'injection intra musculaire de Dépocilline® est réalisée
apres le prélevement TO

D’apreés nos résultats, la moyenne des concentrations plasmatiques en CK sur les 23,5 premiéres
heures est de 287,56 +/- 69 UI/L pour la Dépocilline®. Le pic de CK moyen est de 381,5 +/-
369,5 UI/L obtenu aux alentours de 12h post-injection.

En enlevant les deux chevaux qui ont des valeurs aberrantes, la quantité de CK plasmatique est
inférieure a 400 UI/L ce qui traduit une souffrance musculaire moderée.
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Dosage Ck Duplocilline®
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Figure 26: Concentration plasmatique des CK en fonction du temps pour les 6 chevaux de I’étude. Les CV suivi d’'un nombre
correspondent aux identifiants des chevaux de I’étude. L'injection intramusculaire de Duplocilline® est réalisée apres le
préléevement TO.

D’aprés nos résultats, la moyenne des concentrations plasmatiques en CK sur les 23,5 premiéres
heures est de 271,8 +/- 87,6 UI/L pour la Duplocilline®. Le pic de CK moyen est de 355,2 +/-

313,6 UI/L obtenu aux alentours de 6h post injection.
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[CK] plasmatique (UI/L)

Dosage Ck Pénétavet ®
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Figure 27: Concentration plasmatique des CK en fonction du temps pour les 6 chevaux de I’étude. Les CV suivi d’un
nombre correspondent aux identifiants des chevaux de I’étude. L'injection intramusculaire de Pénétavet® est réalisée
apres le prélevement TO.

D’aprés nos résultats, la moyenne des concentrations plasmatiques en CK sur les 23,5
premieres heures est de 411,53 +/- 206,03 UI/L pour le Pénétavet®. Le pic de CK est en
moyenne de 622,66 +/- 192,92 UI/L obtenu aux alentours de 12h post administration. Le
Pénétavet® semble plus délétére au site d’injection que la Dépocilline® et la Duplocilline ©

vus précédemment.
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Le tableau ci-dessous (tableau 29) compile différents parametres pharmacocinétiques des CK
plasmatiques.

Tableau 29: Tableau récapitulatif des paramétres des CK plasmatiques aprés administration de différentes préparations
commerciales de pénicilline.

. Rapport Moyenne de la
Formulation Tmax .
(Voie Cmax (Heure post- Cmax/Co concentration en CK
, . . . (UI/L) . . .p (Moyenne des 6 | plasmatique sur les 23.5
d’administration) injection) .
chevaux) premiéres heures (Ul/L)
Dépocilline ® (IM) 381,5 +/- 369,5 12 2,54 287,6 +/- 69,2
Duplocilline ®(IM) 355,2 +/-313,6 6 2,56 271,8 +/- 87,6
Pénétavet @ (IM) 622,7 +/-192,9 12 3,73 411,5 +/- 206,0

b) Evaluation des dommages musculaires

Les dommages musculaires ont été évalués a ’aide de formules provenant de ’article de
(Toutain et al. 1995). Les aires sous la courbe (AUC) ont été calculées avec la méthode des
trapezes.

La quantité apparente de CK libérées par le muscle endommagé est définie a 1’aide de la relation

suivante (Toutain et al. 1995): Qr = % X Dose

Avec Qr (Ul/kg) ; AUC1 aire sous la courbe des CK apres administration IM de la substance
d’intérét obtenue par la méthode des trapézes; AUC2 aire sous la courbe des CK apres
administration IV de pénicilline sodique; AUC3 aire sous la courbe des CK aprés administration
de CK IV (Toutain et al. 1995) ; Dose la dose de benzylpénicilline injectée en Ul/kg.

Tableau 30: Tableau récapitulatif des valeurs utilisées pour le calcul de Qr (Ul/kg)

Nom déposé de la molécule AUC (UlL.h/L) Dose benzylpénicilline (Ul/kg)
Dépocilline ® 7297,42 10104
Duplocilline® 7234,54 10237

Pénétavet® 12031,45 21191

La formule précédente nous donne une quantité de CK libérée du muscle détériore. Une autre
relation permet d’obtenir un équivalent en masse de muscle endommagé Q (g/kg de poids vif).

Q = ax AUCdrug

a coefficient lié au site d’injection (g.L/Ul/h/Kg) ; AUCqrug aire sous la courbe de la molécule
administré par voie intramusculaire (UlL.h/L).

Tableau 31: Valeur du coefficient a en fonction du site d'injection. Toutain et al 1995

Site d’injection a (g.L/Ul/h/Kg)
Encolure 5,5x10°®
Muscle glutéal 3,9x10°®
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Dans notre étude, les injections intramusculaires de nos trois formulations commerciales de
Pénicilline G ont été réalisées dans le muscle glutéal. La valeur de a correspondant & ce site

sera donc utilise par la suite.

Tableau 32: Evaluation de la destruction musculaire (mg/kg) par cheval et par molécule

Dépocilline®
Cheval 1 2 3 4 5 6 Moyenne Ecart type
Destruction musculaire (mg/kg) | 32,00 | 30,00 | 16,00 | 20,00 | 18,00 | 54,00 28,33 10,41
Duplocilline®
Cheval 1 2 3 4 5 6 Moyenne Ecart Type
Destruction musculaire (mg/kg) | 27,00 | 33,00 | 13,00 | 32,00 | 35,00 | 20,00 26,66 8,59
Pénétavet®
Cheval 1 2 3 4 5 6 Moyenne Ecart Type
Destruction musculaire (mg/kg) | 35,00 | 60,00 | 44,00 | 43,00 | 38,00 | 46,00 44,48 9,01

En résumé, pour cheval de 500 kg, une destruction musculaire d’environ 14g est induite pour

la Dépocilline®, de 13g pour la Duplocilline® et de 22g pour le Pénétavet®.

2) Gonflement et induration au site d’injection

La méthode de détermination des scores de tolérances (induration et gonflement) a été détaillée
dans la partie matériel et méthode et réalisée a 1’aide de grilles. Les trois opérateurs en charge
de I’évaluation ne faisaient pas forcément le score du méme animal tout au long de la journée.
Par ailleurs, en cas de doute lors de I’attribution d’une note, les autres évaluateurs étaient

concertés afin d’avoir des résultats les plus homogénes possibles.

Nous pouvons dire que, de fagon assez reproductible chez tous les chevaux, une induration et

un gonflement étaient présent de 2h a 24h post injection.
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Nous avons comparé les scores de gonflement et d’induration des différentes molécules. Les
résultats sont donnés dans la figure ci-dessous.

Gonflement moyenne +/- SD Induration moyenne +/- SD

3 3
-@- Dépocilline
Duplocilline
2 = 2 —&— Pénétavet

Score gonflement /3
Score induration /3

N 2 ™ © 2
N v > B
Q N’L ,Lb& ,,)b N
Temps (h) Temps (h)

Figure 28 : Comparaison du gonflement et de I'induration générés par I'injection des 3 formulations. Les
barres d'erreurs correspondent aux écarts types.

D’apres ces graphiques, le Pénétavet® est la substance qui crée le plus d’induration et de
gonflement au site d’injection.

Cependant, I’analyse statistique par ANOVA de ces scores n’a pas confirmé cette observation
clinique. En effet, aucune différence statistiquement significative entre les 3 traitements n’a pu
étre mise en évidence.

En revanche, un effet phase a été observé. Les scores de gonflement de la phase 3 étaient
significativement plus élevés que ceux des deux autres phases (p<0.001). Cette tendance était
aussi observable pour I’induration sans étre significative. Nous pouvons émettre plusieurs
hypothéses pour expliquer ce phénomeéne :

- Gonflement lié a une répétition des injections au cours des différentes phases. En effet,
chaque cheval a recu deux ou trois injections a chague phase expérimentale et la phase
3 était la derniére.

- Un facteur opérateur dépendant est plut6t exclu, les 3 évaluateurs présents lors de cette
troisieme phase étant les mémes que dans les 2 premiéres.

- Facteur météorologique, la derniére phase s’étant déroulée en janvier donc dans une
atmosphére plus froide et plus humide que les 2 autres (avril et septembre).
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Comparaison des scores d'induration en fonction des phases experimentales
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Figure 29: Evaluation de I'effet phase des scores d'induration au site d'injection. Les barres d'erreurs affichées correspondent aux écarts types des valeurs.
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Comparaison des scores de gonflement en fonction des phases
expérimentales
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Figure 30: Evaluation de I'effet phase des scores d'induration au site d'injection. Les barres d'erreurs affichées correspondent aux écarts types des
valeurs.
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DISCUSSION

Le but de cette étude était de réactualiser les paramétres pharmacocinétiques et
pharmacodynamiques de trois formulations commerciales frangaises a base de pénicilline G
pour les chevaux. La Dépocilline® et la Duplocilline® sont largement utilisées comme
traitement antibiotique de premiere intention en médecine équine.

La pénicilline G est en effet une molécule tres appréciée en premiére ligne pour les infections
a streptocoques et autre germes Gram + chez le cheval. De nombreuses questions sur
I’utilisation de ces médicaments sont posées par les vétérinaires terrains. La Dépocilline ® est
utilisée par une grande majorité des vétéerinaires deux fois par jours a la dose de 22 000 Ul/kg
contre une fois par jour a 10mg/kg ie 10 104Ul/kg comme indiqué dans I’AMM. Des
ajustements de doses et de fréquence d’administration sur le terrain sont également rapportées
pour la Duplocilline®. Le Pénétavet® est un médicament moins connu et moins utilisé que les
deux substances citées précédemment mais en théorie est trés intéressant car il ne contient pas
de procaine et aurait une bonne pénétration pulmonaire. Les données pharmacologiques de ces
trois médicaments sont soit agées (années 80-90) pour la Dépocilline® ou Duplocilline® ou
tout simplement non accessibles voire inexistantes pour le Pénétavet®. De ce fait, il semblait
important d’étoffer nos connaissances sur ces substances en réalisant une étude
pharmacocinétique et pharmacodynamique

Les injections de pénicilline G par voie intramusculaire sont connues pour étre douloureuses et
pour provoquer des indurations et gonflements aux sites d’injections. Nous avons donc réalisé
une étude de tolérance aux injections des trois médicaments afin d’objectiver de fagon plus
précise les conséquences d’administrations IM répétées de pénicilline G. Il en ressort que les
chevaux ont tous présenté une induration et un gonflement discret au site d’injection dans les
24h suivant I’administration.

L’activité des CK est un bon indicateur de la souffrance musculaire. Nous avons donc dosé
cette enzyme afin d’avoir une approche quantitative de I’impact des injections intramusculaires
de pénicilline G. En moyenne, pour un cheval de 500kg, 14g de muscle ont été lysés apres
injection de Dépocilline® et 13g apres administrations de Duplocilline®. Le Pénétavet semble
étre plus délétere avec une destruction moyenne de 22g de muscle pour un cheval de 500kg.
Il est important de préciser que les chevaux du centre équestre étaient au travail les jours
précédents et suivants les prélevements pour les dosages des CK, mais pas le jour de la premiere
injection. La littérature mentionne que I’exercice contribue a une augmentation de la
concentration en CK plasmatique mais celle-ci n’est pas immédiate et n’est observée qu’apres
un effort intense. L’activité de club n’est pas considérée dans ce cas comme un effort intense et
les hongres n’étaient pas en concours la veille des J1.

Le stress est un facteur d’augmentation de la concentration en CK plasmatique que nous ne
pouvons pas exclure. En effet, les conditions de vie des 6 chevaux de 1’étude (qui vivent au pré
toute 1’année) ont été modifiées lors des différentes phases d’expérimentation, en particulier
lors de la premiére journée de chaque phase ou ils ont été logés pendant 24h en box. Cependant,
I’acclimatation réalisée avant expérimentation et le fait que chaque traitement a ét¢ donné a
deux chevaux dans chaque phase devraient minorer cet effet. Une d’hémolyse peut survenir
lors du prélevement sanguin (Lefebvre et al. 1996) et modifier la valeur dosée des CK
plasmatiques. Cependant, contrairement a d’autres espéces, 1’hémolyse n’a pas d’effet sur
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I’activité plasmatique des CK chez le cheval et aucune hémolyse n’a été constatée aprés
centrifugation des échantillons destinés au dosage des CK.

Les évaluations de tolérance ont été menées de fagon la plus objective possible mais restent
opeérateur dépendant. Méme si un effet phase a été mis en évidence pour les scores de tolérances
aux sites d’injections, il en ressort cependant des tendances de réactions plus importantes a
certains produits. En effet, les retours terrains s’accordent avec nos scores pour dire que le
Pénétavet ®est le médicament pour lequel il y a le plus de réactions musculaires. La
Dépocilline® et Duplocilline® sont connues pour provoquer des indurations et gonflements
aux sites d’injections. Ceci est rapporté par tous les vétérinaires utilisant ces médicaments sur
les chevaux. L’ampleur de ces réactions dépend de I’individu mais également du nombre
d’injections cumulées dans ces zones. Dans notre étude, les chevaux n’ont recu que trois
injections consécutives lors de chaque phase ce qui est moins que dans la plupart des traitements
réalisés sur le terrain.

Une analyse non compartimentale des données obtenues dans notre étude a permis 1’obtention
des parameétres pharmacocinétiques de plusieurs formes de pénicilline L’administration par
voie intraveineuse nous a permis d’obtenir les valeurs de clairance et de volume de distribution
des chevaux de notre étude, valeurs qui concordent avec les résultats de la littérature. Nous
avons également pu déterminer les biodisponibilités de chaque médicament qui sont
respectivement de 58%, 50% et 14% pour la Dépocilline®, la Duplocilline® et le Pénétavet®.
Les temps de demi-vie permettent de comparer 1’élimination des trois substances de notre étude.
Le Pénetavet® est le médicament qui est le plus rapidement éliminé avec un T1/2 de 8,28h, la
Duplocilline® a une vitesse d’élimination intermédiaire avec un T1/2 de 17h et la Duplocilline®
a un temps de demi-vie d’élimination de 31,3h.

Nous avons également pu mettre en relation les paramétres pharmacocinétiques avec des
données pharmacodynamiques afin d’évaluer le potentiel effet du médicament sur des
organismes pathogenes cibles. Trois concentrations minimales inhibitrices (CMlgo) provenant
de la littérature scientifique ont été choisies pour cette évaluation préliminaire. Il s’avere que
les trois substances sont efficaces pour des CMlgo de 0,06pg/mL ; alors que 1’efficacité est tres
contestable voir absente pour des CMI de 0,5 pg/mL ou 4 pg/mL. Les CMI choisies dans cette
étude pour évaluer la relation PK/PD de nos antibiotiques proviennent soit de bactéries
spécifiques du cheval mais de souches non européennes soit européenne mais de souches non
isolées chez le cheval. Les habitudes d’utilisation des antibiotiques, les souches bactériennes et
leurs résistances associées dépendent de leur origine géographique. C’est pourquoi il est
nécessaire de connaitre les CMlgyo de bactéries pathogénes francaises ou européennes afin de
pouvoir adapter au mieux les schémas posologiques chez 1’espéce équine. Cette constatation a
entrainé la mise en place d’une étude européenne voire mondiale pour déterminer des CMIgg
pour des souches specifiques du cheval dans différentes régions du globe.

Une évaluation plus précise du T>CMI sera réalisée aprés analyse compartimentale des données
puis détermination de protocoles de traitement optimaux a I’aide d’une méthode de Monte
Carlo.

Un point est également important a soulever : I’effet post-antibiotique de 1’antibiotique qui
impacte la concentration et le temps de contact de ce dernier avec 1’organisme cible. En effet,
I’EPA est généralement plus important in vivo qu’in vitro (Mckellar et al. 2004). Toutes ces
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remarques nous font relativiser la précision des CMI déterminées in vitro qui peuvent étre un
tant soit peu différentes in vivo et faire que le succes thérapeutique envisagé puisse étre module.

Il est important de retenir que notre étude expérimentale a été menée chez seulement 6 chevaux.
Le faible nombre d’individus impliqués dans notre étude peut avoir une conséquence sur la
représentativité des résultats. Les chevaux utilises étaient en bon état général sans pathologie.
Néanmoins, les chevaux traités avec de la peénicilline G sont généralement dans des états
pathologiques plus ou moins séveres. De ce fait, les parametres PK/PD peuvent étre modifiés
par le statut inflammatoire et/ou infectieux de 1’animal. (Hardefeldt et al. 2019).

Notre étude réalisée sur chevaux sains est une premiere étape d’un grand projet et sera donc
suivie par une étude meneée sur des chevaux naturellement infectés hospitalisés dans différents
centres hospitaliers équins francais.
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CONCLUSION

Notre étude avait pour but d’actualiser et d’étoffer les connaissances pharmacologiques de
différents médicaments contenant de la pénicilline G

Elle nous a permis d’évaluer la tolérance aux injections intramusculaires de trois formulations
de pénicilline G. Les injections intramusculaires induisent des réactions locales discretes a
modérées mais sont globalement tres bien tolérées. Le Pénétavet est la substance la plus
réactogene des trois médicaments .

A partir des données recueillies et de la réalisation d’une analyse non compartimentale de
celles-ci, les propriétés pharmacocinétiques des trois formes de pénicilline G ont été
déterminées.

Une confrontation des paramétres pharmacocinétiques et pharmacodynamiques a été réalisée.
L’efficacité des schémas posologiques décrits dans I’AMM dépend de la CMI choisie pour la
mise en relation PK/PD. C’est pourquoi, il semble nécessaire d’avoir des valeurs de CMI
spécifiques du cheval en Europe afin d’évaluer 1’efficacité des protocoles d’antibiothérapie
existants mais surtout afin de déterminer de nouveaux schémas posologiques plus adapteés.
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ANNEXES

Annexe 1 : Grille d’évaluation de la douleur

Parametre a évaluer

Description

Score

Fréquence cardiaque

Identique ou <10% FC examen initial
Augmentation légére (11-30%)
Augmentation modérée (30-50%)

Augmentation marquée (>50%)

Fréquence respiratoire

Identique ou <10% FC examen initial
Augmentation légére (11-30%)
Augmentation modérée (30-50%)

Augmentation marquée (>50%)

Bruits digestifs

Normale
Diminuée

Absente — Hypermotilité

Réponse a la palpation de la
zone douloureuse

Aucune réaction a la palpation
Peu de réaction a la palpation
Résiste a la palpation

Réaction violente a la palpation

Expression faciale et Position
téte/encolure

Cheval relaxé et attentif

Expression faciale de douleur, oreilles en position asymétrique

Expression faciale de douleur marquée, oreilles en arriere

Posture

Se tient tranquille, démarche normale

Transfert de poids occasionnel, légers tremblements musculaires
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Ne se tient pas, distribution anormale de poids

Posture antalgique (tentatives d’uriner, prostration, 3
tremblements musculaires)

Comportement d’interaction Fait attention aux gens 0
Réponse exagérée a des stimuli auditifs 1
Réaction excessive voire agressive a des stimuli auditifs 2
Stupeur, prostration, absence de réponse a des stimuli auditifs 3

Boiterie Grading des boiteries /5 0 si pas de différence
Degré 1/5 Boiterie difficile 4 observer, inconstante selon les circonstances (cercle, dureté du / TO
sol, relief...)
2/5 Boiterie difficile & observer mais constante. Devient significative selon les H
circonstances (cercle, dureté du sol, relief.. ) 1 SI un grade de
3/5 Boiterie constante quelles que soient les circonstances différence /TO
4/5 Boiteric évidente avec balancement de l'encolure, fautes dallure, allures
i 2 si plus d’un grade de
5/5 Suppression d°appui au repos et difficultés a se déplacer
s différence/TO
TOTAL /21
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Annexe 2 : Planning détaillé phase |

Cv1 CV3 CV5 Cv2 CVv4 CV6
Usky Léridano Uzés Emma Doris Déesse
Sem1
Ma 02-avr  Acclimatation chevaux FécesJ-6 EC
Je 04-avr  Acclimatation chevaux FécesJ-4  Pesée
Sem 2 Dépo 1 Duplo 1 Péné 1 Dépo 2 Duplo 2 Péné 2
Lu 08-avr 07:00 07:02 07:04 07:06 07:08 07:10 Plasma TO EC+EI
07:30 07:40 07:50 08:00 08:10 08:20 IM
07:45 07:55 08:05 08:15 08:25 08:35 Plasma T0,25
08:00 08:10 08:20 08:30 08:40 08:50 Plasma T0,5
08:15 08:25 08:35 08:45 08:55 09:05 Plasma T0,75
08:30 08:40 08:50 09:00 09:10 09:20 Plasma T1
09:30 09:40 09:50 10:00 10:10 10:20 Plasma T2
10:30 10:40 10:50 11:00 11:10 11:20 Plasma T3
11:30 11:40 11:50 12:00 12:10 12:20 Plasma T4
13:30 13:40 13:50 14:00 14:10 14:20 Plasma T6 El
Feces J1
15:30 15:40 15:50 16:00 16:10 16:20 Plasma T8
19:30 19:40 19:50 20:00 20:10 20:20 Plasma T12 EC + El
Ma 09-avr 07:00 07:10 07:20 07:30 07:40 07:50 ?'Za,ofrga EC +EI
07:30 Non 07:50 08:30 Non 08:20 IM
08:00 08:10 08:20 08:30 08:40 08:50 Plasma T0,5
08:30 08:40 08:50 09:00 09:10 09:20 Plasma T1
09:30 09:40 09:50 10:00 10:10 10:20 Plasma T2
Féces J2 El
19:30 19:40 19:50 20:00 20:10 20:20 Plasma T12 EC +EI
Me 10-avr 07:00 07:10 07:20 07:30 07:40 07:50 i';‘;ga EC +EI
07:30 07:40 07:50 08:00 08:10 08:20 IM
08:00 08:10 08:20 08:30 08:40 08:50 Plasma T0,5
08:30 08:40 08:50 09:00 09:10 09:20 Plasma T1
09:30 09:40 09:50 10:00 10:10 10:20 Plasma T2
Féces J3 El
19:30 19:40 19:50 20:00 20:10 20:20 Plasma T12 EC +EI
Je 11-avr 07:00 07:10 07:20 07:30 07:40 07:50 PlasmaJ4 EC+EI
Feces J4 FF)Q::gour a
Ve 12-avr 07:00 07:10 07:20 07:30 07:40 07:50 PlasmaJ5 EC+EI
Féces J5
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Sa 13-avr 07:00 07:10 07:20 07:30 07:40 07:50 PlasmaJ6 EC+EI
Féces J6
Sem 3 19-avr Ven FécesJ12 EC
Sem 5 29-avr Lun FécesJ22 EC
Sem 8 17-mai Ven FécesJ40 EC
Sem 14 16-oct Lun : début des injections phase |1 ;éocif,;s 2
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Annexe 3 : Détail des administrations pour la phase 1

Nom déposé Date Cheval Poids du Dose théorique Concentration Vol_ur_ne a Site d'injection | Observations Dose r_eell(,ement
cheval (kg) du produit administrer injectée
08-avr-19 Fesse droite / 10 mg/kg
09-avr-19 Usky 521 30,6mL Fesse gauche / 10 mg/kg
(CV1) :
10-avr-19 Fesse droite / 10 mg/kg
Dépocilline 10 mg/kg 170 mg/mL
08-avr-19 Fesse droite / 10 mg/kg
Emma
09-avr-19 Vv 2) 450 26,5mL Fesse gauche / 10 mg/kg
10-avr-19 Fesse droite / 10 mg/kg
08-avr-19 - Fesse droite Perte de 3mL 11,2 mg/kg
Léridano
(CV3) 456 31,9mL
10-avr-19 Fesse gauche / 12,4 mg/kg
Duplocilline 12,4 mg/kg 177,1 mg/mL
08-avr-19 Dori Fesse droite / 12,4 mg/kg
(c(\)/ Z) 539 37,7mL
10-avr-19 Fesse gauche / 12,4 mg/kg
08-avr-19 30mL Fesse droite / 7,729
Uzés
09-avr-19 (CV 5) 538 15mL Fesse gauche / 3,869
o 10-avr-19 7,729 le premier 3,869 / flacon de 15mL Fesse droite / 3,869
Pénétavet jour et 3,869 les 15mL
08-avr-19 deux suivants 30mL Fesse droite / 7,729
Déesse
09-avr-19 (CV 6) 511 15mL Fesse gauche / 3,869
10-avr-19 15mL Fesse droite / 3,869
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Annexe 4 : Planning deétaillé phase 2

Cvl Cv2 Cv3 Cv4 Cv5 Cvb
Usky Emma Leridano Doris Uzes Déesse
Sem 1
Me 11-sept  Acclimatation chevaux Feces J-3 Examen clinique (EC)/Pesée
Ve 13-sept  Acclimatation chevaux Féeces J-5
Sem 2 Péné 1 Péné 2 Dépo 1 Dépo 2 Dupl 1 Dupl 2
Lu 16-sept 07:30:00 07:32:00 07:34:00 07:36:00 07:38:00 07:40:00 PlasmaTO EC + éval injection
08:00:00 08:10:00 08:20:00 08:30:00 08:40:00 08:50:00 IM
08:15:00 08:25:00 08:35:00 08:45:00 08:55:00 09:05:00 PlasmaT0,25
08:30:00 08:40:00 08:50:00 09:00:00 09:10:00 09:20:00 Plasma T0,5
08:45:00 08:55:00 09:05:00 09:15:00 09:25:00 09:35:00 PlasmaT0,75
09:00:00 09:10:00 09:20:00 09:30:00 09:40:00 09:50:00 PlasmaT1l
10:00:00 10:10:00 10:20:00 10:30:00 10:40:00 10:50:00 Plasma T2
11:00:00 11:10:00 11:20:00 11:30:00 11:40:00 11:50:00 Plasma T3
12:00:00 12:10:00 12:20:00 12:30:00 12:40:00 12:50:00 Plasma T4
14:00:00 14:10:00 14:20:00 14:30:00 14:40:00 14:50:00 Plasma T6 éval injection
Feces J1
16:00:00 16:10:00 16:20:00 16:30:00 16:40:00 16:50:00 Plasma T8
20:00:00 20:10:00 20:20:00 20:30:00 20:40:00 20:50:00 Plasma T12 EC + éval injection
Ma 17-sept 07:30:00 07:40:00 07:50:00 08:00:00 08:10:00 08:20:00 PlasmaT23,5 EC+ évalinjection
08:00:00 Non 08:20:00 08:30:00 Non 08:50:00 IM
08:30:00 08:40:00 08:50:00 09:00:00 09:10:00 09:20:00 PlasmaT0,5
09:00:00 09:10:00 09:20:00 09:30:00 09:40:00 09:50:00 PlasmaT1l
10:00:00 10:10:00 10:20:00 10:30:00 10:40:00 10:50:00 Plasma T2
Feces J2 éval injection
20:00:00 20:10:00 20:20:00 20:30:00 20:40:00 20:50:00 Plasma T12 EC + éval injection
Me 18-sept 07:30:00 07:40:00 07:50:00 08:00:00 08:10:00 08:20:00 PlasmaT23,5 EC+ évalinjection
08:00:00 08:10:00 08:20:00 08:30:00 08:40:00 08:50:00 IM
08:30:00 08:40:00 08:50:00 09:00:00 09:10:00 09:20:00 Plasma T0,5
09:00:00 09:10:00 09:20:00 09:30:00 09:40:00 09:50:00 PlasmaT1
10:00:00 10:10:00 10:20:00 10:30:00 10:40:00 10:50:00 Plasma T2
Feces J3 éval injection
20:00:00 20:10:00 20:20:00 20:30:00 20:40:00 20:50:00 Plasma T12 EC + éval injection
Je 19-sept 07:30:00 07:40:00 07:50:00 08:00:00 08:10:00 08:20:00 Plasma J4 EC + éval injection
Feces J4
Ve 20-sept 07:30:00 07:40:00 07:50:00 08:00:00 08:10:00 08:20:00 PlasmaJ5 EC + éval injection
Feces J5
Sa 21-sept 07:30:00 07:40:00 07:50:00 08:00:00 08:10:00 08:20:00 PlasmaJ6 EC + éval injection
Feces J6
Sem 3 26-sept Jeu Feces J11 EC
Sem 5 Lun Feces J22 EC
Sem 6 Lun Feces J29 EC
Sem 10 Lun Feces J60
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Annexe 5 : Détail administrations phase 11

Poids
Nom du Dose Concentration | Volume a Site . , Dose
P Date | Cheval o . . e Observations | réellement
déposé cheval | théorique | du produit |administrer | d'injection R
(kg) Injectee
16- Fesse
sept-19 droite / 10 mg/kg
17- | Léridano Fesse
sept-19| (CV 3) 452 26,6mL gauche / 10 mg/kg
18- Fesse a un peu
o sept-19 droite bougé 10 mg/kg
Dépocilline 16- 10 mg/kg 170 mg/mL Fesse
. / 10 mg/kg
sept-19 droite
17- Doris Fesse
sept-19| (v 4) 585 34,4mL gauche / 10 mg/kg
18- Fesse a un peu
sept-19 droite bougé 10 mg/kg
16- Fesse
sept-19 | Uzes droite Perte de ImL | 12,1 mg/kg
578 40,5mL
18- | (CVY) Fesse a bougé 12,4 mg/k
sept-19 gauche 9 % M/Kg
- 12,4
Duplocilline | 16- ' 177,1 mg/mL Fesse
P sept-19 ma/kg g droite ! 12,4 mg/kg
Déesse
18- (CV 6) 560 39,2mL Fesse Perte de 4 "
sept-19 gauche gouttes 12,3 mg/kg
(0,2mL)
16- Fesse .
sept-19 30mL droite a bougé 7,729
17- Usky Fesse
15mL / 3,86
sept-19 | (CV 1) 540 7,729 le gauche g
18- premier Fesse aun peu
" sept-19 jour et 3,869 / flacon 15mL droite bougé 3,869
Pénétavet
sept-19 d_euxt m droite <9
17- | Emma suivants Fesse
sept-19| (CV 2) 500 15mL gauche / 3,869
18- Fesse
sept-19 15mL droite / 3,864
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Annexe 6 :

Planning détaillé phase Il

Cv1 Cv2 Cv3 Cv4 CV5 CVé
Usky Emma Leridano Doris Uzes Déesse
Sem 1
Me 15-janv. Acclimatation chevaux Feces J-3 EC + Pesée
Ve 17-janv__ Acclimatation chevaux Feéces J-5
Sem 2 Duplo 1 Duplo 2 Péné 1 Péné 2 Dépo 1 Dépo 2
Lu 20-janv 07:30:00 07:32:00 07:34:00 07:36:00 07:38:00 07:40:00 Plasma TO EC + EI
08:00:00 08:10:00 08:20:00 08:30:00 08:40:00 08:50:00 IM
08:15:00 08:25:00 08:35:00 08:45:00 08:55:00 09:05:00 Plasma T0,25
08:30:00 08:40:00 08:50:00 09:00:00 09:10:00 09:20:00 Plasma T0,5
Mesure
annulée
09:00:00 09:10:00 09:20:00 09:30:00 09:40:00 09:50:00 Plasma T1
10:00:00 10:10:00 10:20:00 10:30:00 10:40:00 10:50:00 Plasma T2
Mesure
annulée
12:00:00 12:10:00 12:20:00 12:30:00 12:40:00 12:50:00 Plasma T4
14:00:00 14:10:00 14:20:00 14:30:00 14:40:00 14:50:00 Plasma T6 El
Féces J1
16:00:00 16:10:00 16:20:00 16:30:00 16:40:00 16:50:00 Plasma T8
20:00:00 20:10:00 20:20:00 20:30:00 20:40:00 20:50:00 Plasma T12 EC + EI
Ma 21-janv 07:30:00 07:40:00 07:50:00 08:00:00 08:10:00 08:20:00 Plasma T23,5 EC + EI
Non Non 08:20:00 08:30:00 08:40:00 08:50:00 1M
08:30:00 08:40:00 08:50:00 09:00:00 09:10:00 09:20:00 Plasma T0,5
09:00:00 09:10:00 09:20:00 09:30:00 09:40:00 09:50:00 Plasma T1
10:00:00 10:10:00 10:20:00 10:30:00 10:40:00 10:50:00 Plasma T2
Féces J2 El
16:00:00 16:10:00 16:20:00 16:30:00 16:40:00 16:50:00 Plasma T8 EC + EI
Me 22-janv 07:30:00 07:40:00 07:50:00 08:00:00 08:10:00 08:20:00 Plasma T23,5 EC + El
08:00:00 08:10:00 08:20:00 08:30:00 08:40:00 08:50:00 IM
08:30:00 08:40:00 08:50:00 09:00:00 09:10:00 09:20:00 Plasma T0,5
09:00:00 09:10:00 09:20:00 09:30:00 09:40:00 09:50:00 Plasma T1
10:00:00 10:10:00 10:20:00 10:30:00 10:40:00 10:50:00 Plasma T2
Féces J3 El
16:00:00 16:10:00 16:20:00 16:30:00 16:40:00 16:50:00 Plasma T8 EC + EI
Je 23-janv 07:30:00 07:40:00 07:50:00 08:00:00 08:10:00 08:20:00 Plasma J4 EC + EI
Feces J4 Retour au pré
Plasma J4 bis 8-
16:20:00 16:30:00 12h Ajout mesure
Ve 24-janv 07:30:00 07:40:00 07:50:00 08:00:00 08:10:00 08:20:00 Plasma J5 EC + EI
Féces J5
Sa 25-janv 07:30:00 07:40:00 07:50:00 08:00:00 08:10:00 08:20:00 Plasma J6 EC + EI
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Feces J6

Sem 3

30-janv_ Jeu Féces J11 EC
Sem 5 11-févr  Mar Féces J23 EC
Sem 7 26-févr  Jeu Féces J38 EC

25-mai Lun Féces 4 mois (J127)
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Annexe 7 : Détail administration phase 11

Poids
Nom du Dose Concentration | Volume a Site - , Dose
P Date | Cheval P . S i Observations | réellement
déposé cheval | théorique | du produit |administrer | d'injection injectée
(kg)
20-
. Fesse
janv- droite / 10 mg/kg
20
21-
janv- . Fessr(]e / 10 mg/kg
20 | Vs | 534 315mL | 9o
(CV5) ’ sang =
22- Fesse changement
janv- droite daiguille 10 mg/kg
o 20 avant
Dépocilline 10 mg/kg 170 mg/mL injection
20-
janv- Fes_s € Perte de 4mL | 8,7 mg/kg
droite
20
21- )
. Déesse Fesse
fez\gr- (CV 6) 540 31,8mL gauche Perte de ImL | 9,7 mg/kg
22-
. Fesse
janv- droite / 10 mg/kg
20
20-
janv- Fes_s ¢ / 12,4 mg/kg
droite
20
Usky sang =>
22- (Cv1l) 500 35mL Fesse changement
janv- d'aiguille 12,4 mg/kg
gauche
Duplocilline 20 124 177,1 mg/mL : gvar)t
mg/kg ' injection
20-
janv- Fes_s € / 12,4 mg/kg
20 Emma droite
482 33,7mL
Jazr?v e Fesse / 12,4 mglkg
gauche !
20
20-
janv- 30mL gfgﬁz / 7,729
20
. | Lridan0 |0 15mL Fesse / 3,86
] 20 (CVv3) gauche 000
22- 7,729 le
janv- premier 15mL gfc?istz / 3,869
Pénétavet 20 jour et 3,869 / flacon
20- 3,86q les de 15mL Fesse
janv- deux 30mL droite / 7,729
20 suivants
§r1lv Doris | 574 15mL Fesse / 3,86
y 20 (CV 4) gauche 00
22-
janv- 15mL Fose / 3,869
20
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Annexe 8 : Plan des boxs et du local d’expérimentation

BOX 1

BOX 2

BOX 3

BOX 4

BOX 5

BOX 6

ZONE DE TROTTING
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TITRE : Détermination des paramétres pharmacocinétiques et pharmacodynamiques des 3 formulations
commerciales de pénicilline G afin d’optimiser le traitement antibiotique de premiére intention chez le cheval.

Mots clefs : pénicilline, pharmacocinétique, pharmacodynamie, cheval

RESUME :

La lutte contre les résistances aux antibiotiques est un véritable enjeu en médecine vétérinaire et humaine. Il semble
donc important de revoir les propriétés pharmacocinétiques et pharmacodynamiques de certains agents
antimicrobiens largement utilisés. La pénicilline G fait partie des antibiotiques de premiéres lignes prescrits par
les vétérinaires équins.

Une premiére partie de ce travail est consacrée aux principes de la pharmacocinétique et de la pharmacodynamie
et plus spécifiquement aux parameétres de la pénicilline G. Un état des lieux des pathogénes rencontrés les plus
fréquemment chez le cheval ainsi que leur sensibilité & la pénicilline G a ensuite été réalisé. Dans une seconde
partie, une étude expérimentale pharmacocinétique (PK) et pharmacodynamique (PD) réalisée sur six chevaux
sains a partir des 3 formulations commerciales de pénicilline G qui sont la Dépocilline®, la Duplocilline® et le
Pénétavet® est détaillée.

Cette étude a permis d’établir les paramétres pharmacocinétiques des 3 formes de pénicilline avec AMM en France.
Les posologies des molécules utilisées dans notre étude sont celles des AMM, inférieures a celles préconisées par
des publications scientifiques. Notre étude a permis d’établir que les doses mentionnées dans les AMM peuvent
permettre d’atteindre des concentrations plasmatiques en pénicilline G suffisantes pour certains pathogénes mais
insuffisants pour d’autres. Afin de pouvoir faire des recommandations cliniques thérapeutiques pertinentes, il est
nécessaire de pouvoir déterminer les CMI des pathogénes issus du cheval en Europe ou en France ; ces données
étant inconnues pour I’instant, elles feront 1’objet de nouveaux travaux de recherche.

TITLE: Determination of the pharmacokinetic and pharmacodynamic parameters of the 3 commercial
formulations of penicillin G to optimize the first-line antibiotic treatment in horses.

Keywords: penicillin, pharmacokinetic, pharmacodynamic, horse

ABSTRACT:

The fight against antibiotic resistance is a real issue in veterinary and human medicine. It seems important to
review the pharmacokinetic and pharmacodynamic properties of certain widely used antimicrobial agents.
Penicillin G is one of the first line antibiotics prescribed by equine veterinarians.

A first part of this work is devoted to the principles of pharmacokinetics and pharmacodynamics and especially to
the parameters of penicillin G. An inventory of the pathogens most frequently encountered in horses as well as
their sensitivity to penicillin G was carry out. In a second part, an experimental pharmacokinetic (PK) and
pharmacodynamic (PD) study performed on six healthy horses using the 3 commercial formulations of penicillin
G which are Depocillin®, Duplocillin® and Penetavet® is detailed.

This study made it possible to establish the pharmacokinetic parameters of the 3 forms of penicillin with Marketing
Authorization (MA) in France.

The dosages of the molecules used in our study are those of the MAs, lower than those recommended by scientific
publications. Our study enables to establish that the doses mentioned in the MAs led to penicillin G plasma
concentrations sufficient for certain pathogens but insufficient for others. In order to be able to make relevant
clinical therapeutic recommendations, it is necessary to be able to determine the MICs of pathogens from horses
in Europe or in France; as these data are unknown at this time, they will be the subject of further research.






