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INTRODUCTION

Si aujourd’hui la filiére équine est centrée sur les sports équestres et les courses
hippiques. L usage des chevaux de selles est resté, jusqu’a la révolution frangaise, un privilége
aristocratique a vocation guerriere. Le cheval a progressivement perdu son statut militaire et
I’équitation civile est apparu au début du XXe si¢cle avec au départ quelques 30 000 licenciés,
pour atteindre 692 400 licenciés en 2022 et étre la 3e fédération sportive francaise.

De méme, les courses de chevaux s’inscrivent dans 1’histoire deés 1’antiquité chez les Grecs et
les Romains. Les courses de trots relévent de I’héritage des fétes de village tandis que les
courses de galop ont réellement été développées pendant le régne de Louis X VI pour le loisir
des aristocrates. Les courses sont restées dans les meeurs et c’est en 1931 avec la création du
Pari Mutuel Urbain (PMU) que la prise des paris sportifs a été étendue en dehors des
hippodromes et a permis 1’essor de ces disciplines. L’ouverture des paris en ligne a ensuite
apporté une augmentation importante et des changements dans les modalités des paris.

La France compte 1 035 000 équidés en 2021, avec 18 112 courses et 57 920 concours organisés

dans I’année (Réseau Equin 2011).

A mesure que les sports équestres et les courses hippiques ont gagné en popularité et en
compétitivité, la nécessité d'assurer des conditions de jeu justes, tout en préservant la santé des
athlétes équins, a engendré la mise en place de normes strictes de contrdle des substances
médicamenteuses.

Ce controle va bien au-dela de la simple interdiction des substances dopantes : certaines
substances sont formellement interdites chez le cheval de course alors que d’autres substances
sont autorisées chez le cheval de course malade. Cependant, celles-ci ne doivent pas conduire
a une amélioration des performances en course. Le contrdle repose donc sur 1’étude approfondie
des cinétiques d'élimination de ces substances, la mise en place de protocoles de détection et
d'une réglementation précise pour garantir une compétition équitable tout en préservant le bien-
étre des chevaux. Dans ce contexte, 1'étude des cinétiques d'élimination des substances s'averent
étre un pilier essentiel dans 1’établissement des mesures permettant de maintenir l'intégrité et la

crédibilité des compétitions équestres.

En effet, comprendre la cinétique d’élimination d’une substance permet de définir une

fenétre de détection, c’est-a-dire la période pendant laquelle cette substance est détectable chez
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le cheval, et ainsi déterminer des temps a respecter avant le retour en compétition pour les
substances médicamenteuses. Cette fenétre de détection est cruciale dans la lutte contre le
dopage, car elle détermine !’intervalle de temps pendant lequel une substance interdite en
course peut étre identifiée aprés son administration, mais aussi le temps a respecter suite a la
derniére administration d’un médicament avant de reprendre la compétition. En somme la

cinétique d’élimination permet de définir des temps de détection et des temps de retrait.

Cette étude a pour objectif d’analyser la cinétique d’¢limination de la sulfadoxine et du
triméthoprime, deux antibiotiques, apres une injection unique intraveineuse afin de déterminer
des temps de détection et des temps de retrait dans le cadre du contréle des médications chez
les chevaux.

Elle permet aussi de faire une premiere évaluation de [’efficacité de 1’association

triméthoprime-sulfadoxine chez le cheval.

Nous commencerons par reprendre ’histoire du dopage, 1’évolution des politiques
antidopage et leur évolution vers un contréle des médications. Puis, nous présenterons le
triméthoprime et la sulfadoxine : leur découverte, leurs propriétés chimiques ainsi que les
parametres pharmacocinétiques et pharmacodynamique connus.

Enfin, nous nous intéresserons aux expériences menées, a la méthode et au matériel utilisés,

ainsi qu’aux résultats obtenus et leur interprétation.
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PREMIERE PARTIE : BIBLIOGRAPHIE

1 Controle des médications dans le cadre de la lutte

anti-dopage

1.1 L’origine et la définition du mot dopage

1.1.1 Origine du mot dopage

Bien que les tentatives visant a améliorer les performances s’inscrivent bien plus tot
dans I’Histoire, le terme dopage ne trouve sa racine qu’au XVle siécle. Le mot « doop » signifie
« mélange, mixture » en néerlandais. Il désignait une boisson alcoolisée préparée a base de
raisins que les guerriers Zoulous utilisaient comme stimulant lors des combats ou des
cérémonies (Miiller 2009). Le terme « doping » n’est ensuite apparu qu’en 1889 dans le

dictionnaire anglais (Barboussat 2007), puis ce terme a été francisé en 1903 (Allard et al. 2008).

1.1.2 Définition actuelle et générale du dopage

A ses débuts, la notion de dopage ne prenait en compte que les moyens ou molécules
augmentant les performances ; ainsi la réduction du stress et de la douleur n’étaient pas prise
en compte.

La définition du dopage a évolué au gré des progrés médicaux et pharmacologiques, ainsi que
selon les effets recherchés dans chaque discipline équestre.

Actuellement, le dopage est défini par le dictionnaire comme le « fait d'administrer, d'inciter a
l'usage, de faciliter 1'utilisation, en vue d'une compétition sportive, de substances ou de procédés
de nature a accroitre artificiellement les capacités physiques d'une personne ou d'un animal ou
a masquer leur emploi en vue d'un contréle » (Larousse 2023). Le dopage est interdit car il
remet en cause 1’éthique et 1’équité sportive (Le dopage | Fédération Francaise d’Equitation -

FFE 2022).

1.2 Les premiéres formes de dopage : ’Homme et la quéte de ’amélioration

des performances physiques

Les premicres traces du dopage remontent a I’Antiquité. Les légendes racontent que
Diomeéde, fils d’Arés et roi des Bistomes en Thrace, nourrissait ses chevaux de chair humaine

afin de les rendre plus féroces et imbattables (Clarke, Moss 1976) tandis que les Romains
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administraient I’hydromel a leurs chevaux afin d’accroitre leur performance lors des courses de
chars (Barboussat 2007).

La quéte d’amélioration des performances ne se limite pas a I’Europe. Dans I’Antiquité
chinoise, le Ma Huang (Ephedra sinica), habituellement utilisé pour réduire la toux par les
médecins chinois il y a 5000 ans, était parfois détourné de son rdle thérapeutique et consommé
pour ses propriétés stimulantes (Miiller 2009). Au Vle siecle avant J.C., le médecin et
chirurgien indien Sushruta recommandait de consommer des testicules pour augmenter la
virilité. Cette pratique était également répandue avant les batailles chez les Huns (316-484 aprés
J.C.), probablement pour les mémes raisons (Miiller 2009).

Ainsi le dopage est une pratique qui est inscrite dans 1’histoire de I’Homme dés les premicres
civilisations. En revanche, le dopage était déja interdit et sanctionné, parfois de la peine de
mort, dés les premiers Jeux olympiques grecs. L’empereur Romain Théodose avait d’ailleurs
aboli les anciens Jeux olympiques en 365 apres J.C., donnant comme raison que les jeux étaient
devenus « un foyer de tricherie, d’atteintes a la dignité humaine et de dopage ». En effet, entre
776 avant J.C. et 393 apres J.C. la consommation de champignons hallucinogénes était une

pratique courante lors des compétitions olympiques (Miiller 2009).

1.3 Les premiers cas de dopage hippique et les débuts des procédures anti-

dopage

La premicere loi sur le dopage voit le jour en 1666 a Worksop, en Angleterre. Celle-ci
interdit ’utilisation de substances excitantes dans les courses de chevaux. Les premiers cas de
dopage documentés datent de 1812 avec le procés de Daniel Dawson pour I’empoisonnement
de chevaux a I’arsenic (Clarke, Moss 1976). Malgré ses propriétés toxiques et cancérigenes
I’arsenic a longtemps ¢été considéré comme un médicament. L’arsenite de potassium a
longtemps été prescrite chez I’homme et chez le cheval comme stimulant de 1’état général ou
de I’appétit (Popot et al. 2018). Il a fallu attendre le début du XXe siécle avant de voir se
répandre les cas de dopage. Dans les années 1910, les autorités autrichiennes de courses,
alertées par la situation, font appel a des chimistes (le chimiste russe Bukowski et Pr. Frinkel
de l'universit¢ de Vienne) pour démontrer qu’il est possible de détecter la présence de
substances dopantes dans la salive des chevaux (Clarke, Moss 1976). Les tests salivaires dans
le cadre de la surveillance des substances dopantes furent donc mis en place et permirent une
mise sous controle de la situation du dopage dans les courses de chevaux en Europe (Barboussat

2007). Le succes de ce test était dii au fait que les substances dopantes étaient trés souvent
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administrées par voie orale et que le nombre de substances utilisées a des fins de dopage était
restreint. On retrouvait principalement la caféine, la morphine et la strychnine (Clarke, Moss

1976).

On considére souvent que le dopage a été¢ importé de I’ Amérique vers I’Europe, car de
nombreuses substances stimulantes circulant dans le dopage sur les champs de courses
européens étaient importés d’ Amérique. Cependant, I’impact du dopage aux Etats-Unis n’est
devenu problématique que dans les années 1930, notamment par 1’introduction des paris
sportifs et par ’augmentation du nombre de courses organisées (Clarke, Moss 1976). Ainsi de
la méme manicre qu’en Europe, I’introduction des tests salivaires en 1932 a permis de controler

le dopage aux Etats-Unis.

1.4 La diversification de ’arsenal du dopeur depuis le XXe siécle

Le dopage a connu, avec la Seconde Guerre Mondiale, une multiplication et une
diversification des produits et procédés utilisés. Principalement développée chez les chevaux
de course, la pratique s’est étendue aux chevaux de sport. Les alcaloides ont été
progressivement remplacés par d’autres substances aux propriétés pharmacologiques variées
comme les amphétamines et autres sympathomimétiques. Les amphétamines, par exemple, ont
été détectées sur les champs de courses hippiques des 1940 (Barboussat 2007) et ont fait I’objet
de controle anti-dopage positif encore récemment (Nantes. 'Cheval fou a [’hippodrome’ : le
spectre du dopage [vidéo] 2016).

L’augmentation du nombre annuel de courses hippiques et des enjeux financiers, incitent
les entraineurs a rechercher les performances maximales de leurs chevaux. Ainsi dans les
années 1950, les substances cardiotoniques comme la digitaline ou 1’ouabaine ont fait leur
apparition dans les compétitions chez I’homme et chez les chevaux de courses. C’est dans les
années 1960-1970 que la pharmacopée du dopeur s’est étendue a d’autres molécules aux
propriétés variées : les anti-inflammatoires (phénylbutazone notamment), les anesthésiques
locaux, diurétiques, etc. (Barboussat 2007; Holt, Erotokritou-Mulligan, Sonksen 2009)

Progressivement, les substances mimant les hormones et leurs précurseurs ont été
détournées de leur utilisation thérapeutique et utilisées a des fins de dopage. Les années 1980
ont été marquées par 1’utilisation des stéroides pour leur propriétés anabolisantes. Puis dans les
années 1990, les procédés d’augmentation de la teneur en oxygene du sang ont fait leur

apparition notamment dans les épreuves d’endurance. L’érythropoiétine (EPO) recombinante
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et les transfusions sanguines en sont des exemples, cependant ils ont rarement ét¢ mis en
¢vidence chez les chevaux.

Depuis les années 2000, la tendance est a I'utilisation de substances naturelles comme les
hormones de croissance, la cortisone naturelle et I’insuline (Barboussat 2007). Actuellement,

la plupart des cas positifs au dopage concernent des substances thérapeutiques.

1.5 De’évolution des pratiques de dopage a I’évolution des controles

Face a la montée du dopage au début du XXe siécle, des travaux sont menées par des
professeurs de 1’Ecole Nationale Vétérinaire d’Alfort, afin de mettre en évidence les effets
recherchés et indésirables de ’utilisation des alcaloides chez le cheval. Il est alors démontré
que I’utilisation de ces substances peut générer des perturbations de la fonction digestive, une
hypertrophie cardiaque et des troubles du caractere chez les équidés. Le dépistage du dopage
est, dans un premier temps, alors basé¢ sur les signes cliniques présentés par 1’animal (Lambolez
2011; Meuly 2019).

Le test salivaire introduit dans les années 1910 fut novateur et a permis d’apporter une méthode
fiable de détection de substances dopantes. En France, il est devenu systématique en 1912 et
validé pour les contrdles officiels pendant de nombreuses années. Et cela, méme si la présence
de composés autres que les alcaloides pouvaient interférer avec la méthode de cristallisation
(Clarke, Moss 1976; Barboussat 2007).

C’est en 1932, en Floride, que le premier laboratoire spécialisé dans les contrdles anti-dopage
voit le jour. En France, c’est sous I’impulsion du Service des Haras en 1973, que le Professeur
Lorgue et ses collaborateurs de la Chaire de Pharmacie et Toxicologie de I’Ecole Nationale
Vétérinaire de Lyon (ENVL), s’attellent a la mise au point de techniques de détection des agents
dopants chez le cheval de sport. Une unité de contrdle anti-dopage, appelé le Laboratoire de
Recherches sur le cheval de Sport, est créé en 1987 conjointement par I’Institut National de la
Recherche Agronomique (INRA) et TENVL (Meuly 2019).

L’évolution rapide de la pharmacopée impliquée dans le dopage et I’augmentation des sommes
d’argent mis en jeux lors des courses ont contraint a la mise en place de contrdles anti-dopages
systématiques afin de garantir I’intégrité des compétitions et de protéger les équidés engagés.
D’autre part, I’évolution des pratiques de dopage ainsi que 1’apparition de nouvelles molécules
chimiques actives a de trés faibles concentrations ont contraint les laboratoires a développer

des moyens de controle plus performants et plus sensibles. Néanmoins, les mesures contre le
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dopage ne sont devenues efficaces qu’a partir des années 1960 grace aux progres des méthodes
analytiques et de 1’instrumentation.

Bien que les procédures analytiques soient propres a chaque laboratoire, elles
consistaient globalement en une premiere étape d’extraction par solvant des molécules suivie
de procédés analytiques de reconnaissance de celles-ci. Les premiers chercheurs s’appuyaient
presque exclusivement sur le test microcristallin. Il repose sur la propriété de la plupart des
alcaloides a précipiter en solution aqueuse en présence de certains réactifs, notamment les
métaux lourds et nobles (Clarke, Moss 1976). L’identification des substances se faisaient alors
sur la forme des cristaux. Entre 1945 et 1976, I’introduction de la chromatographie sur couche
mince ou en phase gazeuse ainsi que la spectrométrie de masse sont un tournant dans les
mesures anti-dopage et permet 1’identification de nouvelles substances (Clarke, Moss 1976).
La salive et I’urine étaient les fluides les plus utilisés pour les prélévements.

Le controle du dopage était donc permis par la combinaison de procédures analytiques et
d’une police d’investigation. Cependant, la plus grande faiblesse des procédures anti-dopage
résidait alors dans le fait que les prélévements étaient réalisés apres les courses, ne prévenant
pas les paris frauduleux. En effet, les paris sportifs sur les résultats des courses étant devenus
lucratifs, des complots sur les paris se sont progressivement organisés. En Angleterre, entre
1960 et 1965, 3 procés ont condamné et puni séverement un gang pour 3 cas de dopage : le
premier cas de dopage impliquait I’administration de caféine ; dans le deuxiéme, les favoris
programmés pour le lendemain et soutenus lors du marché des paris se sont vus administrés de
fortes doses de sédatifs (phénobarbital), annulant ainsi leur participation ; le dernier cas
impliquait de la méme manicre la sédation des favoris cependant la dose administrée
n’empéchait pas leur participation. Le dopage qui était jusqu’alors souvent un moyen
d’augmenter ses chances de gagner par I’augmentation des performances physiques du cheval,
s’est alors étendu a I’administration de substances pour influencer les résultats négativement

(Clarke, Moss 1976).

1.6 Les intéréts et objectifs du dopage dans les courses et sports équestres

1.6.1 Intéréts et enjeux financiers

Les enjeux financiers, qu’ils soient dans les courses hippiques ou dans les sports

équestres, sont de taille.
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En France, environ 18 000 courses hippiques sont organisées chaque année (Drapeau 2022). En
2021, on a recensé 26 500 chevaux a I’entrainement (courses de trot et de galop confondues)
avec 8,9 milliards d’euros de paris (Institut frangais du cheval et de 1’équitation 2022). La
moyenne annuelle de gains d’un trotteur est d’environ 15 000 euros, les meilleurs chevaux
pouvant cumuler entre 1 & 5 millions d’euros de gains sur toute leur carric¢re de trot (LeTROT -
Devenir propriétaire - Guide détaillé - Gains de courses 2023).

Dans les sports équestres, les gains varient selon les disciplines et leur niveau d’épreuve.
Sur les Concours de Saut d’obstacles internationaux niveau 5 étoiles (CSI 5*), les dix meilleurs
cavaliers au niveau mondial cumulaient prés d’un million d’euros de gains chacun. Sur une
épreuve de grand prix sur un concours de niveau 5 étoiles les dotations peuvent monter jusqu’a
500 000€. Les gains annuels des cavaliers performants peuvent s’élever a des centaines de
milliers d’euros (Machado 2022).

Compte-tenu de ces enjeux financiers majeurs, le dopage s’est donc révélé comme un

moyen d’augmenter les chances de remporter les dotations mises en jeux.

1.6.2 Améliorer les performances physiques

La performance du cheval lors d’une compétition ou d’une course est souvent lié¢ a son
mental (esprit de compétition, franchise, ...) et a ses capacités physiques (Kamerling 1993). Par
exemple, dans les courses hippiques, la victoire revient aux chevaux ayant couru la distance
avec le meilleur temps. En sauts d’obstacles, il faut effectuer le parcours sans faute le plus
rapide afin de décrocher la victoire. Enfin dans les épreuves de cross ou les courses
d’endurance, la capacité du cheval a effectuer le parcours donné en conservant une bonne
condition physique est un critere de victoire. Ainsi, dans ses débuts, le dopage permettait
notamment d’améliorer les performances physiques des chevaux. A la fin du XIXe siécle, le
doping consistait a administrer des molécules aux propriétés stimulantes et aux effets passagers
peu de temps avant la course (Barboussat 2007). Pour faire la différence avec les autres
concurrents, certains chevaux de course se voyaient administrer des stimulants du systéme
nerveux central (caféine, théobromine, théophylline, atropine, aconitine, cocaine, etc.) afin
d’augmenter leurs capacités cardiaques et respiratoires. C’est la Seconde Guerre Mondiale qui
a permis par la suite I’essor de substances aux propriétés pharmacologiques variées notamment
les amphétamines pour stimuler le systéme nerveux central ; les stéroides anabolisants et des
hormones de croissance pour I’amélioration du rendement musculaire ; I’EPO et les

transfusions sanguines pour augmenter I’apport d’oxygéne sanguin.
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1.6.3 Réduction de la douleur

Le dopage comprend aussi toute substances ou tout procédé permettant de masquer une
douleur. Ainsi, le cheval peut concourir malgré 1’atteinte qu’il présente si celle-ci n’altére pas
ou peu sa performance lors de la compétition. Les substances analgésiques peuvent étre
administrées par voie générale (anti-inflammatoires, alcaloides, etc ...) ou locale. L’analgésie
locale peut étre obtenue par exemple par injection intra-articulaire de corticoides, mésothérapie,
ou encore application de gel/pommade avec absorption transcutanée des substances. Les
substances analgésiques peuvent avoir des effets de quelques jours a 2-3 mois selon les
substances, les méthodes d’administration et les formulations utilisées. Pour une analgésie plus
longue voire définitive, des interventions chirurgicales comme la névrectomie des nerfs
digitaux propres palmaires/plantaires permettent de supprimer la sensibilité de la partie distale
du pied. Cette pratique est relativement commune aux Etats-Unis. Plusieurs méthodes existent
(cryothérapie, transsection par la technique de la guillotine ou par laser CO2...) (Dabareiner,
White, Sullins 1997), seule la névrectomie basse (en dessous du boulet) est autorisée aux Etats-
Unis (Equidia 2020). C’est une intervention indiquée dans le cas de pathologies chroniques du
pied mais qui est interdite en compétition dans la plupart des pays européens (France, Grande
Bretagne, pays scandinaves, ...) (Hubert 2021) et par le réglement vétérinaire de la FEI

(Fédération équestre internationale).

1.6.4 Reéduction du stress

Un autre enjeu du dopage est la réduction du stress et de ses conséquences. Les
compétitions impliquent souvent le transport et le changement d’environnement des chevaux
ce qui occasionnent du stress chez 1’animal. Ce stress peut mener a de 1’anxiété, de
I’appréhension, de la frustration, de [’agitation, de I’agressivité, de 1’hypoactivité ou de
I’hyperactivité pouvant affecter les performances du cheval (Kamerling 1993).

Pour certaines disciplines comme le dressage notamment, la coordination et la discipline du
cheval sont des critéres d’évaluation (Kamerling 1993). Ainsi, la performance du cheval lors
de ces épreuves est directement liée au calme et a I’écoute de la monture. Certaines substances,
I’acépromazine et le diazépam principalement, peuvent alors étre utilisées afin de pallier les
conséquences du stress. Cependant, comme évoqué précédemment, ces molécules peuvent
aussi entrainer une hypoactivité chez 1’animal, et faire 1’objet de dopage par malveillance, ¢’est-
a-dire pour générer un désavantage chez un concurrent.

On peut retenir le cas du cavalier de concours complet Maxime Livio lors des Jeux Equestres

Mondiaux 2014. Celui-ci a vu sa monture, controlée positive a 1’acépromazine a I’issue de
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I’épreuve de dressage. L’acépromazine est une phénothiazine qui, utilisée a faible dose, est un
agent tranquillisant fréquemment utilisé chez le cheval. Cependant, le cavalier assurait qu’il ne
s’agissait pas d’une administration intentionnelle de sa part ou de la part de son équipe et
avangait I’hypothése d’une administration malveillante ou accidentelle par contamination de
I’aliment ou de leur contenant (Equitation: la France perd sa qualification en complet pour Rio

2015).

1.6.5 Masquer ou diluer les substances dopantes

Le dopage inclut toute pratique ou molécule qui masquent des procédés ou des

substances interdites d’utilisation. Certains composés tels que la dipyrone, le polyéthylene
glycol ou la thiamine peuvent interférer avec la détection d’autres produits non autorisés et
entrent donc dans cette définition. A cause de leurs propriétés, ils peuvent masquer un recours
a d’autres substances non autorisées.
Afin d’éviter un contrdle positif, certains entraineurs ou cavaliers utilisent des molécules
permettant d’augmenter 1’¢élimination rénale des substances non autorisées utilisées. Les
diurétiques (ex : furosémide) et les agents uricosuriques (ex : probénécide) sont les substances
les plus communes.

L’autorisation des diurétiques en compétition est le principal point de débat empéchant
I’harmonisation des régles antidopage a 1’échelle mondiale(Barboussat 2007; Toutain 2005)..
Les diurétiques sont autorisés et largement utilisés aux Etats-Unis et au Canada chez les
chevaux de course, car ils permettraient de limiter I’hémorragie pulmonaire induite par
I’exercice (HPIE) (Hinchcliff et al. 2015). En effet, certaines études ont montré que ’utilisation
du furosémide en amont des courses réduisait I’incidence de I’HPIE. Cependant, leur propriété
pharmacodynamique principale permettant d’augmenter la fonction rénale d’¢limination
pourrait masquer d’autres substances utilisées dans le but de doper le cheval et leur métabolite
en les diluant par augmentation du volume d’urines émises.

Des études ont montré ’action de dilution des diurétiques sur les concentrations urinaires
de nombreux médicaments, dont la phénylbutazone, la flunixine, le clenbutérol, la procaine...

(Barboussat 2007)

1.7 Le dopage involontaire ou accidentel

Le dopage peut cependant étre involontaire notamment par contamination alimentaire.

En effet, I’alimentation peut contenir des contaminants accidentels dont les plus connus sont
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les méthylxanthines (caféine, théobromine, théophylline) ainsi que I’atropine et la scopolamine
(Barboussat 2007; Benoit 2002).

Les chevaux peuvent consommer les contaminants directement par ingestion des
fourrages composés de plantes séchées non sélectionnées contenant naturellement des
substances prohibées ou bien par 1’intermédiaire d’aliments complets industriels contaminés.
L’atropine et la scopolamine sont notamment présentes dans les plantes de la famille des
solanacées. La caféine et la théobromine quant a elles proviennent essentiellement des plantes
de la famille des sterculiacées, des rubiacées ou encore des théacées. Le café, le cacao, le thé et
les noix de Kola sont des aliments sources de ces contaminants (Benoit 2002).

Le dopage involontaire peut aussi résulter d’un délai insuffisant entre 1’administration

d’un médicament et la compétition.

1.8 Classification des agents dopants

Ainsi, en prenant I’ensemble des considérations évoquées, il est possible de catégoriser
les agents dopants selon les objectifs voulus. La classification de Tobin est I'un des outils
utilisés pour cela :

- Les médicaments pour gagner, a action aigué (amphétamines, caféine...) ou chronique
(stéroides anabolisants, tranquillisants a faibles doses...) ;

- Les médicaments pour perdre (tranquillisants, sédatifs...) ;

- Les médicaments restaurant les performances (tous les antalgiques au sens large) ;

- Le dopage accidentel ;

- Les médicaments masquant d’autres agents dopants ;

- Les modificateurs de la diurése ;

- Les autres types de dopage (névrectomie palmaire/plantaire, transfusion sanguine...)
D’une maniére générale, on distingue les médicaments administrés avec une réelle volonté de

tricher, les erreurs de thérapeutique et les contaminants alimentaires (Barboussat 2007).
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2 Les différentes structures et reglementations de la

lutte anti-dopage

2.1 Lalégislation antidopage en France et son évolution

La notion de dopage a évolué au cours du temps avec les progres de la chimie et

I’évolution de la pharmacopée.

Le mot dopage a fait son apparition dans le dictionnaire frangais, le Petit Larousse Illustré,
en 1903 et était d’abord défini comme : «[’emploi d’excitants et les excitants eux-mémes
susceptibles au moment d’une course de donner au cheval une ardeur factice et momentanée ».
En 1950, ce méme dictionnaire en donne une nouvelle définition : « C’est absorber un stimulant
ou toute substance modifiant ou exaltant considérablement certaines propriétés avant de se
présenter a un examen, une épreuve sportivey». Ainsi, le dopage n’est plus réservé

exclusivement au sport. La France et la Belgique deviennent les premiers pays a légiférer dans

ce domaine en 1965. C’est ainsi qu’est promulguée en France, le 1 juin 1965, la loi n® 65-412
dite loi Herzog, qui énonce que « Sera puni d’'une amende de 500 a 5 000 F quiconque aura,
en vue ou au cours d’'une compétition sportive utilisé sciemment [’'une des substances
déterminées par le reglement d’administration publique, qui sont destinées a accroitre
artificiellement et passagerement ses possibilités physiques et sont susceptibles de nuire a sa
santé » et « Sera puni d’un emprisonnement d’'un mois a un an et d’une amende de 500 a 5000
F ou de l'une de ces deux peines seulement quiconque aura, par quelque moyen que ce soit,
facilité sciemment [’accomplissement des actes visés a l’article ler ci-dessus ou aura incité a
les accomplir » (Lambolez 2011; Loi n°65-412 du I juin 1965 TENDANT A LA REPRESSION
DE L’USAGE DES STIMULANTS A L’OCCASION DES COMPETITIONS SPORTIVES 1965).

La persistance du dopage et sa médiatisation ont conduit a des modifications de la
législation afin de la rendre plus efficace avec la loi Bambuck en 1989. Celle-ci reprend en
grande partie les bases de la loi Herzog, mais se veut plus compléte. De plus, elle étend les
dispositifs 1égislatifs appliqués aux sports humains aux animaux participant a toute compétition
organisée par les fédérations sportives agrées par le ministere de la Jeunesse et des Sports
(chevaux, chiens, pigeons...) et en particulier ici par la Fédération Frangaise d’Equitation (FFE)

qui régit en France toutes les compétitions de dressage, sauts d’obstacles, concours complet,
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attelage, voltige, pony-games, reining, TREC et horseball (Lambolez 2011; Loi n°65-412 du 1
juin 1965 TENDANT A LA REPRESSION DE L’USAGE DES STIMULANTS A L’OCCASION
DES COMPETITIONS SPORTIVES 1965).

Une nouvelle loi vient amender les deux précédentes suite
a I’affaire Festina qui a ébranlé le monde du cyclisme lors du

—
Tour de France de 1998. Elle définit le dopage comme suit : « Le a r L D

dopage est défini par la loi comme [’utilisation de substances ou

AGENCE FRANCAISE

procédés de nature a modifier artificiellement les capacités d 'un DE LUTTE CONTRE LE DOPAGE

sportif. Font également partie du dopage, les utilisations de
Figure 1: Logo de ['Agence

produits ou de procédés destinés a masquer [’emploi de produits
Francaise de Lutte contre le

dopants. La liste des procédes et des substances dopantes mise Dopage (AFLD)

a jour chaque année fait ’arrété conjoint des ministres chargés

des sports de la santé ».

Cette loi est responsable de la création de I’ Agence Nationale de Prévention contre le Dopage
et du Conseil de Prévention et de Lutte Contre le Dopage qui a pour mission d’analyser les
pratiques du dopage et d’harmoniser les décisions et les sanctions des fédérations sportives
(Lambolez 2011; Loi n°65-412 du 1 juin 1965 TENDANT A LA REPRESSION DE L’USAGE
DES STIMULANTS A L’OCCASION DES COMPETITIONS SPORTIVES 1965).

Le 3 juillet 2008, la loi n°2008-650 vient renforcer les moyens de lutte contre le dopage.
En effet, la 1égislation frangaise sanctionnait les sportifs qui se dopaient, mais ne disposaient
pas de moyens efficaces de lutte contre le trafic des produits dopants. Cette loi crée une
infraction pénale pour la détention de produits dopants, assortie d’une peine d’un an de prison
ferme et d’'une amende de 3 750 euros, permettant d’engager les procédures visant a remonter
et a démanteler les filieres de distribution de produits. D’autre part, elle compléte la liste des
incriminations pénales en matiére de trafic, désormais sanctionné d’une peine maximale de cinq
ans de prison ferme et d’une amende de 75 000 euros : outre la cession ou 1’offre de produits
dopants, seront désormais prohibés la fabrication, la production, I’importation, I’exportation et
le transport illicites de produits interdits (Lambolez 2011; LOI n° 2008-650 du 3 juillet 2008
relative a la lutte contre le trafic de produits dopants (1) 2008).

La derniére loi sur le dopage est la loi n°2021-194 datant du 23 février 2021. Elle habilite

le gouvernement Frangais a prendre des mesures législatives nécessaires pour assurer la
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conformité du droit frangais aux principes du code mondial antidopage. Car, depuis 2005, la
France fait partie de la convention internationale contre le dopage dans le sport. D’autre part,
elle renforce I’efficacité de la lutte contre le dopage, notamment pour I’accueil de la coupe du
monde de rugby de 2023 et en vue des Jeux olympiques et paralympiques de 2024 (LOI n°
2021-194 du 23 février 2021 habilitant le Gouvernement a prendre les mesures relevant du

domaine de la loi nécessaires pour assurer la conformité du droit interne aux principes du code

mondial antidopage et renforcer l’efficacité de la lutte contre le dopage (1) - Légifrance 2023).

2.2 Nécessité de lutter contre le dopage

La lutte contre le dopage est motivée par la nécessité de préserver 1’image des courses
hippiques et des sports équestres sur laquelle repose la confiance des parieurs et des
professionnels du milieu équin. Ainsi la victoire lors des compétitions doit valoriser le fairplay

et le mérite.

D’autre part, le dopage présente des effets indésirables sur le court et le long terme.

En effet, les substances utilisées peuvent étre a I’origine d’accident, mettant alors en
péril la monture, le cavalier et parfois les spectateurs. L’accident du 12 avril 2016 a
I’hippodrome du Petit Port a Nantes en est un exemple. En effet, lors de la 7¢ course, le Pur-
sang « Fin March » qui était alors en téte s’est soudainement ¢lancé et déporté vers les barrieres
de protection, basculant par-dessus celles-ci. L’équidé est alors tombé sur les spectateurs,
blessant dans sa chute trois personnes et n’a pas survécu a cet accident. Les analyses avaient
alors révélé la présence d’un produit dérivé d’amphétamines dans le sang du cheval impliqué
(Nantes. 'Cheval fou a I’hippodrome’ : le spectre du dopage [vidéo] 2016).
Outre les perturbations du systéme nerveux central liées a certains agents dopants, les
substances ou procédés diminuant la sensibilit¢ au niveau des membres (pommade anti-
inflammatoire a base de capsaicine, névrectomie palmaire par exemple) peuvent eux aussi

provoquer des chutes (Lambolez 2011).

Les effets a long terme du dopage sont aussi préoccupants pour la santé des chevaux.
Chez ’Homme et le rat, les études montrent que 1’utilisation prolongée de stéroides
anabolisants aurait pour conséquence une augmentation de la rigidité des tendons et une baisse

du potentiel d’absorption des impacts de ces derniers, augmentant ainsi le risque de blessure.
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Chez les chevaux, ils peuvent aussi causer de l’insuffisance surrénalienne, une attitude
agressive, de I'infertilité et des cas de fourbures séveéres (Spanoudes (K. Xmavovdng), Diakakis
(N. Awxokng) 2017; Lambolez 2011). Ainsi des chevaux en bonne santé peuvent développer
des pathologies qui peuvent entrainer des répercussions sur leur carriére sportive voire sur leur
vie entiere en cas d’utilisation prolongée de ces substances.

Les résultats d’une étude basée sur 1’échocardiographie (Sleeper, Kearns,
MCcKEEVER 2002) suggérent que le clenbutérol a des effets néfastes sur la fonction cardiaque
équine, provoquant des modifications des dimensions structurelles et augmentant le risque de
rupture aortique (Spanoudes (K. Zravoudng), Diakakis (N. Atakaxnc) 2017).

De méme, ['utilisation prolongée et récurrente d’anti-inflammatoires non stéroidiens pour
masquer une douleur peut engendrer 1’apparition d’ulcéres gastriques ou encore I’aggravation
des blessures (Lambolez 2011).

D’autre part, il est considéré que si I’atteinte du cheval justifie un traitement, alors sa
participation a la compétition constitue une atteinte a sa santé et son bien-étre. Aussi,
I’administration prolongée d’excitants et de stimulants favorise le risque d’épuisement des
chevaux, qui s’il n’est pas pris en compte, peut aller jusqu’au décés de 1’animal (Lambolez

2011).

Le palmares en compétition, que ce soit dans le milieu des courses ou celui des sports
équestres, est un facteur prépondérant pour les individus reproducteurs. Les éleveurs cherchent
a sélectionner les meilleures génétiques afin de produire des descendants performants a leur
tour. D’autre part, cette valeur génétique se traduit aussi dans leur prix a la vente. La lutte contre
le dopage permet donc de garantir la justesse des performances et donc la sélection des chevaux
pour I’¢élevage par rapport a leur valeur intrinséque, et ainsi garantir la qualité de la sélection

génétique.
Le dopage constitue donc une atteinte a I’éthique sportive et a la santé des sportifs. La

lutte contre le dopage est donc primordiale et est permise par un cadre réglementaire qui a

évolué pour contrer ces pratiques.

2.3 Les autorités de la lutte antidopage

A D’échelle nationale comme internationale, le monde des courses hippiques et celui des

sports équestres ne sont pas régis selon la méme approche en ce qui concerne la réglementation
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autour du dopage. Le cadre réglementaire des sports équestres dérive de celui des sports chez
I’Homme, alors que les courses sont régies par des codes propres a chaque discipline (course
de trot et course de galop). Cependant, les deux approches restent similaires et mettent en jeu

des controles identiques (Lambolez 2011)

2.3.1 Les organisations de la lutte contre le dopage dans les courses hippiques

A I’échelle nationale

En France, pour ce qui est des courses hippiques, la lutte contre le dopage repose sur le
principe qu’un cheval ne doit pas concourir sous médication et le mot d’ordre est le suivant :

« tout est interdit sauf ce qui ne I’est pas » (Meuly 2019).

Les courses de galop obéissent a la réglementation inscrite dans le code des courses de
galop qui est édité par la société meére « France Galop ». Les courses de trot quant a elles sont
réglementées par le code des courses du trot établi par la « Société d’encouragement & I’Elevage
du Trotteur Frangais » (SETF).

Ces deux sociétés meres sont chapeautées par la Fédération Nationale des Courses Hippiques
(FNCH). Les Ministeéres de 1’Agriculture et de I’Intérieur exercent un tutorat partagé sur la
FNCH. IIs veillent a ’homogénéité des dispositions votées par les comités des deux disciplines
et leurs accords sont indispensables pour 1’entrée en vigueur de ces dispositions (Meuly 2019;

Lambolez 2011).

SOCIETE DU

7
. TROTTEUR /- FRANCE
el K\ FRANGCAIS GALOP

Figure 3: Logo de la Société du Trotteur Frangais Figure 2 : Logo de France Galop
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A 1’échelle européenne :

De nombreux pays se sont inspirés du cadre francais. En 1992, les commissaires de
courses frangais, anglais et irlandais créent le European Horserace Scientific Liaison Commitee
(EHSLC). Cette organisation a pour objectif d’harmoniser les méthodes d’analyses et
d’encourager la coopération entre les chercheurs afin de mieux appréhender I’arrivée de
nouvelles substances sur les champs de courses. Par la suite, les autorités hippiques

d’Allemagne, d’Italie et des pays scandinaves rejoignent ’EHSLC (Meuly 2019).

“* EHSLC 4

European Horserace Scientific Liaison Committee

Figure 4: Logo de la "European Horserace Scientific Liaison Committee"

A 1’échelle mondiale

L’instance internationale qui supervise et
réglemente les courses de chevaux a 1’échelle mondiale
est 1International Federation of Horseracing
Authorities (IFHA). Elle a été fondée en 1993 et établit
des normes, des regles et des lignes directrices pour les

courses. Cependant, en ce qui concerne la lutte

antidopage, 1’organisation se heurte a plusieurs défis
dans son effort d’harmonisation des réglements. En Figure 5: Logo de la '"International
effet, chaque pays posséde son propre cadre juridique [ederation of Horseracing Authorities"
antidopage, dont certains sont plus permissifs que

d’autres de par les différences culturelles, 1égales et historiques. Les Etats-Unis et I’ Australie,
par exemple, possédent des procédures analytiques principalement quantitatives et admettent
la possibilité de concourir sous médication. D’autre part, certains médicaments, notamment les
diurétiques, sont interdits lors des courses dans la plupart des pays européens alors qu’ils sont

autorisés avant et aprés les courses aux Etats-Unis (Toutain 2005).
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2.3.2 Les organisations de la lutte contre le dopage dans les sports équestres

Les moyens financiers déployés dans la lutte contre le dopage dans les sports équestres
sont moins importants que pour les courses hippiques. Les enjeux sportifs sont les mémes,
cependant les enjeux financiers des sports équestres sont bien moindres que ceux des courses
en 1’absence de paris. Ainsi les contrdles sont plus intenses dans les épreuves de haut niveau,
plus exposées en termes d’image et mettant en jeux des dotations plus conséquentes, alors que

les épreuves de faible niveau sont beaucoup moins contrélées (Grison, Duluard 2015).

Les fonds de la lutte contre le dopage sont alimentés par un prélévement sur chaque
engagement en compétition : les frais MCP (Mesures de Contrdles de Performance) (FFE
2018). Cependant, le montant total reste assez faible et ne permet pas un taux de chevaux

controlés comparables a celui des courses hippiques (Lambolez 2011).

A I’échelle nationale

En France, la lutte contre le dopage dans les sports équestres est gérée par ’AFLD en
collaboration avec la Fédération Francaise d’Equitation (FFE) (Dr Masson, Martinet M 2018)
Cette dernicre a été créée en 1952 pour régir et superviser I’ensemble des activités lies aux
sports équestres en France et représenter le pays au niveau international dans les sports
équestres.

La liste des substances interdites est fixée par 1’arrété du 2 mai 2011 relatif aux substances et
aux procédés mentionnés a I’article L. 241-2 du code du sport (Arrété du 2 mai 2011 relatif aux

substances et aux procédeés mentionnés a l’article L. 241-2 du code du sport 2011).

A I’échelle internationale

La Fédération Equestre Internationale (FEI) est I’unique autorité controlant les
événements équestres internationaux. Celle-ci a été créée en 1921 pour établir des normes
internationales et encourager la coopération entre les différentes nations dans le domaine des
sports équestres.

La création de la FEI répond a une nécessité précoce de coordination mondiale dans le
domaine équestre, tandis que la FFE fut établie plus tard pour réguler spécifiquement les

activités équestres au niveau national en France.
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La reglementation actuelle, Equine AntiDoping Controlled Medication Rules
(EADCMR), a été mise en application a partir de 2010. Elle fait suite aux nombreux cas de
dopage des Jeux olympiques de 2008 et venait clarifier les régles concernant le dopage et les
substances médicamenteuses.
Les EADCMR présentent deux axes : les régles anti-dopage équines (Equine Anti-Doping
Rules) qui concernent les substances interdites et les régles sur le controle des médications

équines (Equine controlled medication rules) qui concernent les substances controlées (Meuly

2019).

2.4 La nouvelle approche européenne et la distinction entre le controle

antidopage et le controle des médications

Ces derni¢res années, les autorités des sports équestres et des courses hippiques ont
souligné I’importance de distinguer le contrdle des substances totalement interdites de celui

concernant des médicaments légitimement utilisés pour traiter un cheval malade.

Désormais, on parle moins de contrdle antidopage, mais de controle des médications.
Cette distinction a conduit a adopter deux logiques différentes dans les contrdles réalisés : d’une
part le contrdle de 1’exposition qui vise a détecter la présence ou I’absence chez le cheval de
produits bannis ; d’autre part le contrdle des effets pour les médicaments utilisables dans le

cadre des bonnes pratiques professionnelles (Toutain 2005).

Les substances sont donc classées en catégories. On distingue d’une part les substances

prohibées de celles qui ne le sont pas.

2.4.1 Les substances prohibées (Lambolez 2011; Meuly 2019; Barboussat 2007)

Dans les substances prohibées, on distingue les substances interdites et les substances

contrdlées.

Les substances interdites

Une substance interdite est une substance dont ’utilisation n’est pas autorisée chez le
cheval. Ce sont les substances qui sont considérées comme ayant une action propre a modifier
les performances du cheval au cours d’un effort. Elles englobent des classes pharmacologiques

entieres notamment les substances anabolisantes, les hormones peptidiques et facteurs de
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croissance et assimilés, les hormones et modulateurs métaboliques. Toute autre substance ayant

une structure chimique ou un effet biologique similaire a ces molécules est également interdite.

Les substances contrdlées

Les substances controlées sont des molécules qui font partie de 1’arsenal thérapeutique
classique chez le cheval, mais qui demeurent interdites lors de courses ou de compétitions
puisqu’un cheval sous traitement n’a pas sa place en compétition. Le cheval peut reprendre les

compétitions une fois les effets thérapeutiques disparus.

L’évolution aussi bien des molécules disponibles que des méthodes de chimie
analytique imposent de réviser chaque année cette liste. De la méme facon, il existe des listes
de substances contrdlées ou «controlled medication substances» propres a chaque

organisation.

2.4.2 Les substances spécifiées et non spécifiées

En 2003, les notions de substances spécifiées et non spécifiées ont été introduites avec
1‘apparition de la premiére version du Code Mondial Antidopage (CMA) publiée par I’ Agence
Mondiale Antidopage (Liste des interdictions 2022).

Ces notions ont été mises en place pour apporter une nuance dans la réglementation antidopage
et pour moduler les sanctions, car toutes les substances interdites ne sont pas nécessairement
utilisées intentionnellement pour améliorer les performances, elles peuvent étre présentes dans

I’organisme du cheval pour des raisons médicales 1égitimes ou par inadvertance.

Les substances spécifiées restent des substances interdites mais sont moins susceptibles
d’étre utilisées a des fins d’amélioration des performances du cheval. Ainsi en cas de détection,
des sanctions peuvent étre moins séveres, que pour les substances plus traditionnellement

utilisées en vue de dopage peuvent étre appliquées.

A TDinverse, les substances non spécifiées sont des substances interdites plus
conventionnelles et plus souvent associées a des tentatives délibérées d’amélioration des
performances du cheval. Ces substances sont généralement considérées comme ayant un
potentiel plus élevé pour améliorer les performances et sont souvent soumises a des sanctions

plus séveres en cas de détection dans le systeme d’un cheval pendant une compétition.

36



Les commissaires des sociétés meéres des courses se sont accordés sur des seuils
internationaux définis par des analystes et des vétérinaires officiels pour ces substances
prohibées, mais présentes dans 1’environnement de 1’animal. Pour ces substances spécifiées, les
substances présentes a des concentrations inférieures aux seuils ne donnent pas lieu a poursuite.
Cette liste est consultable sur le site de la FEI et de la FFE, et varie légerement de celle de

[’Association of Racing Commissioners International (ARCI) (Meuly 2019).

2.4.3 Les substances exclues de la liste des substances prohibées

Certaines molécules n’appartiennent pas a la liste des substances prohibées, car elles ne
possedent pas de propriétés qui seraient de nature a remettre en cause 1’équité sportive. Parmi

ces substances on peut citer les :

- Substances antiparasitaires strictes a 1’exception du /évamisole en raison de ses
propriétés immunostimulantes

- Substances anti-infectieuses strictes a I’exception des tétracyclines, des macrolides, des
céphalosporines, des quinolones, ainsi que des mélanges contenant d’autres substances
(anti-inflammatoires ou anesthésiques locaux)

- Vaccins (Cazeau et al. 2022; Meuly 2019).

2.5 Controle de ’exposition et controle des médications, principe général

(Toutain, L.assourd 2002)

Dans le contrdle de 1’exposition, il s’agit uniquement de détecter 1’absence ou la présence
des substances interdites. Il repose donc sur des méthodes analytiques les plus sensibles
possible. Ainsi le seul facteur limitant réside dans la performance des techniques analytiques.
Les laboratoires sont donc amenés a améliorer leur niveau de détection pour tracer ces
molécules en quantités infimes. Cette approche ne nécessite pas de jugement biologique et

scientifique quant a la signification des concentrations mesurées.

A Tinverse, le contréle des médications repose sur la recherche d’une substance
médicamenteuse a concentration efficace lors des épreuves. Ainsi, ce sont les effets
pharmacodynamiques d’un traitement qui sont condamnés. Les effets sont évalués par les

concentrations plasmatiques ou urinaires des molécules d’intérét. Cette approche repose sur la
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démonstration de Toutain et Lassourd (2002). Elle établit qu’il existe une relation quantitative
et causale entre les concentrations plasmatiques et les effets pour les médicaments ayant des
effets systémiques. Le contréle des médications repose sur la relation entre les concentrations
mesurées et les effets, car avec les méthodes d’analyses actuelles on peut détecter des molécules
en quantité¢ infime, mais qui n’ont plus d’effets cliniques résiduels (Meuly 2019; Toutain,
Lassourd 2002). Cette approche de controles nécessite donc de connaitre les concentrations
maximales que 1’on autorise et en dessous desquelles on considere que les effets de la substance

ne sont plus présents.

Les limites de cette approche

Cependant, 1’approche de controle des médications présente certaines failles. Certains
cavaliers utilisent des mélanges de plusieurs anti-inflammatoires non stéroidiens différents et
faiblement dosés. Les concentrations individuelles de chacun sont alors insuffisantes pour avoir
un effet clinique, cependant leur action cumulative rend le mélange efficace. Ainsi
I’¢établissement de concentration maximale autorisée dans le cadre du controle des médications

présente des limites (Bruyas 2013)

D’autre part, la démonstration Toutain-Lassourd concerne les substances administrées
par voie systémique pour lesquelles 1’exposition plasmatique est une variable explicative des
effets. Dans le cas d’une injection intra-articulaire d’anti-inflammatoires stéroidiens, la dose
administrée localement est faible, mais permet un effet clinique marqué alors que la
concentration circulante de la molécule est plus faible que pour une injection par voie générale

d’une dose produisant le méme effet clinique (Bruyas 2013; Toutain 2005).

La détermination des concentrations maximales autorisées et du temps de détection

Il existe deux méthodes pour déterminer des concentrations maximales autorisées : la

méthode Toutain-Lassourd et I’approche expérimentale.

e [a méthode Toutain Lassourd (Toutain, Lassourd 2002)

La méthode développée par Toutain et Lassourd en 2002 est une approche
pharmacodynamique générale et non expérimentale pour la détermination de ’'IPC (irrelevant

drug plasma concentration) et de 'TUC (irrelevant drug urine concentration).
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L’IPC et I'TUC sont définies respectivement comme les concentrations plasmatique et
urinaire a partir desquelles on peut affirmer qu’il n’y a plus d’effet résiduel. Elles sont calculées

a partir des données de la littérature, la plupart du temps issues de méta-analyses.

A partir de la clairance plasmatique et de la dose administrée d’une molécule, il est
possible de déterminer une EPC (Effective Plasma concentration) qui correspond a une
concentration plasmatique efficace. Le passage d’une EPC a I’'IPC se fait par I’application d’un
facteur de sécurité (souvent désigné SF). Celui-ci doit d’une part prendre en compte la
diminution de la concentration plasmatique de la substance jusqu’a 1’absence d’effet et d’autre
part tenir compte des variabilités inter et intra individuelles des parametres pharmacocinétiques

et pharmacodynamiques.

Pour tenir compte du passage d’une concentration plasmatique active a inactive, on
applique un facteur 50. Pour fixer la valeur de ce facteur, il est considéré que les posologies
thérapeutiques recommandées sont des doses efficaces a 50% (DESO0), c’est-a-dire des doses
permettant d’atteindre 50% de 1’effet maximum possible du médicament. Avec ce postulat, en
divisant la DE50 par 50, on obtient une DE2, soit une dose qui permet d’obtenir 2% de 1’effet

maximal.

La variabilité inter et intra-individuelle est classiquement prise en compte par un facteur
de variation d’une valeur de 3. En prenant en considération a la fois les variations
pharmacocinétique et pharmacodynamique, on obtient alors un facteur de variation de 3 x 3 =
9 que ’on arrondit a 10.

Ainsi le facteur de sécurité est fixé a une valeur de 500 (50x10) dans la publication originale de

Toutain et Lassourd.

La méthode Toutain Lassourd permet de déterminer, pour toute substance ayant une
clairance définie et avec une approche pharmacocinétique et pharmacodynamique non
expérimentale, une concentration maximale autorisée. Celle-ci permet ensuite de définir un
temps de détection, c’est-a-dire un temps pendant lequel la substance va étre détectable et en

concentration supérieure a I’IPC.

e [’approche expérimentale

L’approche expérimentale est une autre fagon d’appréhender le temps de détection d’une

substance. Elle repose sur le suivi des cinétiques d’éliminations plasmatiques et urinaires d’une
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substance suite a son injection a la dose recommandée chez plusieurs chevaux. Celles-ci

permettent d’extrapoler un temps de détection de maniere plus précise.

2.6 Les prélévements biologiques dans le cadre des controles

Les prélévements biologiques sont réalisés selon les mémes démarches que ce soit pour
les courses de trot ou les courses de galop et sont dictés respectivement par le code des courses
de trot et le code des courses de galop. Les procédures sont identiques dans les sports équestres

hormis les autorités impliquées dans le choix des animaux testés.

Pour ce qui est des courses hippiques, les prélévements peuvent étre décidés par les
Commissaires de France Galop ou de la Société d’Encouragements du Cheval Francais (SECF)
ou bien par les commissaires des courses, sur tout cheval déclaré partant qu’il participe ou non
a la course. Dans les sports équestres, ce sont la FEI ou les fédérations nationales qui sont

responsables lors des manifestations nationales de déterminer les chevaux a tester.

La décision est notifiée au représentant de 1’équidé (entraineur, propriétaire ou autre
représentant) qui doit alors mettre a disposition son cheval au vétérinaire mandaté a cet effet.
Les opérations de prélévement sont effectuées sous la responsabilité d’un vétérinaire agréé par
la FNCH ou la FEI, éventuellement assisté par des aides placés sous son autorité (SETF 2023;
France Galop 2023a; FEI 2022a).

Elles sont réalisées dans un box réservé au contrdle anti-dopage, situé dans un endroit calme au
sein de I’espace de s¢jour des chevaux lors de la compétition. Le box ne contient pas de
mangeoire et doit €tre propre et fraichement paillé pour éviter les contaminations. Le cavalier
ou jockey est informé des prélévements en sortie d’épreuve et dispose de trente minutes avant
de se rendre au lieu de prélévement pour effectuer le pansage de sa monture hors d’un box et
sous la surveillance d’un membre de 1’équipe de prélévement (Meuly 2019). A I’arrivée du
cheval, accompagné par son responsable sur le lieu des opérations, le signalement du cheval est
alors vérifié par le vétérinaire. Les échantillons sont ensuite acheminés a un laboratoire agréé

sous scellé (SETF 2023; France Galop 2023a; FEI 2022a).

Les prélevements peuvent étre effectués sur tout cheval déclaré a 1’élevage, au repos,

déclaré a I’entrainement, venant d’un autre pays et qui stationne provisoirement en France, ou
b
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encore entrainé temporairement en France en vue de participer a une course régie par le code
des courses de trot ou de galop. Dans les sports équestres, tout cheval enregistré auprés de la
FEI ou d’une fédération nationale, ou en compétition a un événement international, un
événement ou une compétition nationale ou a une toise des poneys FEI pourra étre soumis a
des controles en compétition par la FEI, ou par toute autre organisation antidopage responsable

des controles de ces événements (FEI 2022a).

Afin d’harmoniser les démarches de prélévement, le laboratoire met a disposition des kits
de prélévements. Le matériel fourni est chimiquement neutre, a usage unique et conditionné
dans des sachets plastiques thermosoudés. De plus, le laboratoire fournit un collecteur d’urine
qui n’est pas contenu dans le kit, mais est scellé dans un sachet plastique.

L’urine est I’un des fluides le plus approprié pour les prélévements, car sa collecte est peu
invasive, relativement simple et offre un volume satisfaisant. Le recueil doit s’effectuer lors
d’une miction naturelle et volontaire sans sondage ni ponction ou utilisation de diurétiques. Le
volume optimal pour les échantillons est de 120 mL.

Le prélévement sanguin permet, d’une part, de retrouver plus facilement les substances de fort
poids moléculaire comme les peptides qui sont trés peu éliminés dans les urines et, d’autre part,
d’apporter des compléments d’information aux résultats urinaires. La quantit¢ de sang a
ponctionner dépend notamment du volume d’urine récolté. Effectivement, si la quantité d’urine
recueillie est supérieure a 120 mL, le vétérinaire prélevera du sang sur trois tubes héparinés de
10mL et, si la quantité d’urine prélevée est inférieure a 120 mL, six tubes seront recueillis
(Barboussat 2007). Le prélévement sanguin est réalisable a tout moment par ponction de la
veine jugulaire et doit étre effectué¢ de fagcon aseptique par un vétérinaire agréé. Cependant, il
reste plus invasif que les prélévements d’urine, c’est pourquoi il a longtemps été controversé

(Lambolez 2011).

Lors des prélévements, les échantillons sont prélevés de sorte a garder un doublon.
L’échantillon A sera analysé en premiére intention et un échantillon B est conservé jusqu’a 10

ans (Le nouveau praticien vétérinaire équine - Dossier : dopage et lutte anti-dopage 2021).

41



Figure 6. Kit de prélevement sanguin et urinaire (Lambolez 2011)

2.7 Les analyses des prélevements(Lambolez 2011:; Meuly 2019)

Les échantillons a analyser sont identifiés par un numéro correspondant au proces-verbal

dressé lors du prélévement de 1’échantillon puis renumérotés par le laboratoire afin de conserver

I’anonymat. Avant toute analyse, une vérification du scellement de tous les ¢éléments est

réalisée.

L’analyse comprend plusieurs étapes :

L’extraction : son objectif est d’éliminer les composants parasites du milieu biologique
prélevé ; il existe plusieurs techniques : I’extraction liquide-liquide et 1’extraction
liquide-solide qui est la plus récente et la plus développée actuellement.

Le screening ou criblage : il permet la mise en évidence rapide de la présence d’une
substance prohibée et se fait généralement par chromatographie liquide ou gazeuse
couplée a la spectrométrie de masse ou des tests immunologiques de groupe avec
utilisation d’anticorps spécifiques aux substances recherchées.

La confirmation : elle permet d’apporter avec certitude 1’identité, et donc la présence,
et dans certains cas la quantité des substances révélées lors de la phase précédente ; elle
fait appel a la spectrométrie de masse, car cette méthode fournit « une empreinte

digitale » de la molécule et présente une grande fiabilité de diagnostic.
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Ainsi, si suite au « screening », I’échantillon A ressort négatif, 1’échantillon B est détruit et
alors le cheval testé est considéré comme négatif.
En revanche, si I’échantillon A est positif (ou douteux), 1’échantillon B est conservé pour une

¢ventuelle contre-expertise.
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3 Triméthoprime - sulfadoxine : une association

d’antibiotiques large spectre fréequemment utilisée

3.1 L’histoire des sulfamides et du triméthoprime

O\\ //O Les sulfamides ont été mis au point suite

HLN _S NH a la découverte, dans les années 1930, de
2 N 2 I’effet protecteur du Protonsil ND contenant
N7 du chlorhydrate de sulfamidochrysoidine

NH (figure 7). C’est un composé de couleur

protonsil 2 orange vif, mis au point par la compagnie 1.G

Figure 7: Structure chimique du Protonsil Farben, en tant que colorant industriel pour

les teintures de laine et de cuir. C’est en 1932 que le scientifique Gerhard Domagk montre que
le Protonsil ND protégeait les souris contre des charges 1étales de streptocoques hémolytiques
et que ce résultat était reproductible chez ’Homme avec la méme efficacité. Les résultats in
vitro ont permis de démontrer que le Protonsil ND devait étre métabolisé en un sulfanilamide

pour étre actif (Rang, Dale 1987).

Les sulfamides ont un intérét thérapeutique beaucoup plus large que le traitement des
infections a streptocoques. En effet, certains diurétiques (acetazolmides et thiazides),
tuberculostatiques, agents anti-leprotiques (sulphones) et agents hypoglycémiants ont été mis

au point a partir de la structure chimique de base des sulfamides (Rang, Dale 1987).

Le triméthoprime, quant a lui, a ét€¢ mis au point plus tard, dans les années 1960, par George
Hitchings et Gertrude Elion, pour le traitement des méningites, des septicémies et des infections

urinaires chez I’Homme (Gertrude Elion 2023).

L’association triméthoprime et sulfamides est utilisée en médecine vétérinaire depuis les
années 1970 (Van Duijkeren, Vulto, Van Miert 1994). La sulfadoxine, molécule utilisée dans
cette étude, est un sulfamide longue action mis au point par le groupe F. Hoffmann-La Roche

& Co dans les années 1980 (Kapoor 1988).
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3.2 Propriétés pharmacodynamiques

3.2.1 Mécanisme d’action

Les sulfamides sont des analogues de

H,N H,N

structure de D’acide para-aminobenzoique o

(PABA) qui est un élément essentiel pour la s// on
// NH,

syntheése d’acide folique (figure 8). Or I’acide 0 o

folique est nécessaire a la synthése d’ADN et Sulfanilamide PABA

d’ARN, que ce soit chez les bactéries ou les  Figure 8: Mise en évidence de l'analogie de structure
mammiféres, car il intervient, aprés de la sulfanilamide et de l'acide para-aminobenzoique
activation, en tant que cofacteur dans la (PABA).
synthése des purines et des pyrimidines. Ainsi par leur analogie structurelle les sulfamides
agissent par compétition sur I’enzyme hydropteroate synthase (figure 9) qui permet la
production d’acide folique. Cependant les mammiféres ne synthétisent pas ’acide folique, ils
le puisent dans leur alimentation et I’acide folique rentre dans les cellules grace a des
transporteurs membranaires. Les sulfamides n’ont donc pas d’effet chez eux. A I’inverse, les
bactéries ne sont pas équipées de transporteurs membranaires permettant I’entrée de 1’acide

folique, elles ne peuvent donc pas utiliser ’acide folique présent dans les cellules ou la

circulation sanguine des mammiféres (Van Duijkeren, Vulto, Van Miert 1994).

Légende
dUMP : ) ’ DHFR : Dihydrofolate réductase ;
N5, N0 .THF SR Dihydrofolate <«¢— <€———— PABA
@lulc synthase DHPS DHPS : Dihydroptéroate synthase ;
dTMP Dibydeofolate | | dTMP : deoxythymidine 5 -
l Trimethoprim Sulfamethoxazole | phosphate ; dUMP : déosyuridine
- monophosphate ; Nuc :
Tln‘\llm\l-tdﬂ& Free thymidine
¢ Thermoucléase ; NupC : protéine de
Nuc transport des neucléosides ; PABA :
DNA DNA released . . Lo .
replication S dead cilla Acide para-aminobenzoique ; THF :
Tétrahydrofolate.
Figure 9: Antagonistes des folates dans la synthese de la thymidine. ydroft
Légende

Pour jouer son rdle de co-facteur, I’acide folique subit deux réductions par la
dihydrofolate réductase pour donner le tétrahydrofolate. Le triméthoprime intervient lors de

cette étape par inhibition de la dihydrofolate réductase (figure 3). L’activation de I’acide folique
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par ces deux réductions est une voie chimique commune aux mammiféres et aux bactéries,
cependant la dihydrofolate réductase des bactéries est bien plus sensible au triméthoprime que
celle des mammiferes, comme on peut le voir (Tableau 1) avec une IC50 pour la dihydrofolate

réductase bien plus élevée chez ’Homme (Rang, Dale 1987).

Tableau 1: Comparaison de [’activité du Trimethoprime pour la dihydrofolate réductase (FH2) chez I'Homme et
la bactérie (Rang, Dale 1987)

Inhibiteur IC 50 (uM) pour FH; réductase
Homme Bactérie
Triméthoprime
260 0,05

Les sulfamides et le triméthoprime agissent donc sur deux étapes successives du
métabolisme des folates et de ce fait se potentialisent (Rang, Dale 1987) et présentent un spectre
¢élargi aux bactéries Gram négatif et positif aérobies (Figure 9). De par leur mode d’action, ils
agissent par inhibition de la croissance des bactéries, ce sont donc des agents bactériostatiques

et temps dépendants (Rang, Dale 1987).

3.2.2 Propriétés chimiques

N H 2 |
AN O @)
l\f H
N O
H,NT N 0 R |
Trlméthoprlme Sulfadoxine
Figure 10: Structure chimique du Triméthoprime Figure 11: Structure chimique de la Sulfadoxine

Le triméthoprime, de formule chimique Ci4HisN4Os, appartient a la famille des
diaminopyrimidines comme on peut le voir sur sa structure représentée en figure 10. C’est une
base faible de pKa 7,1, liposoluble, faiblement hydrosoluble et de faible poids moléculaire lui
permettant une bonne diffusion dans les tissus et a travers les membranes.

Les sulfamides, dont la sulfadoxine de formule chimique C12H14N4O4S représentée sur la figure
11, sont des acides faibles (Tableau 2) et sont plus hydrophiles que le triméthoprime (Rang,
Dale 1987; Van Duijkeren, Vulto, Van Miert 1994) et sont d’autant plus solubles dans 1’eau
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que leur pKa est ¢élevé (Van Duijkeren, Vulto, Van Miert 1994). Ils sont la plupart du temps
utilisés sous leur forme de sel de sodium pour les formulations injectables car elle est soluble

dans I’eau (Rang, Dale 1987).

3.3 Propriétés pharmacocinétiques

3.3.1 Absorption

Les sulfamides peuvent étre administrés par voie orale, intraveineuse, intrapéritonéale,
intramusculaire, intra-utérine ou locale selon la molécule et la formulation. Pour la plupart
d’entre eux 1’absorption est compléte et relativement rapide dans le tube digestif du cheval (A.
Mercer 2022) et n’est pas influencée par la prise de nourriture (Sigel et al. 1981; Van Duijkeren,

Vulto, Van Miert 1994).

Le triméthoprime est compleétement absorbé quand il est administré par voie orale. Son
absorption est plus rapide que celle des sulfamides, il atteint par conséquent son pic de
concentration plasmatique plus rapidement apres ingestion (A. Mercer 2022). Le triméthoprime
atteint sa concentration plasmatique maximale 45 minutes apres 1’administration par voie orale,
contre 6 heures aprés 1’administration pour le sulfaméthoxazole d’aprés une étude menée sur

six juments (Van Duijkeren, Vulto, Van Miert 1994).

L’absorption suite a une injection par voie intramusculaire est plus lente qu’aprés une
administration per os de triméthoprime (concentration plasmatique maximale en triméthoprime
atteinte 200 minutes apres 1’injection de 5,5mg/kg de triméthoprime par voir intramusculaire
dans le muscule pectoral, contre 90 minutes aprés 1’administration par voie orale). Ce pic
retardé pourrait s’expliquer par lirritation locale au site d’injection et la précipitation du

médicament (Van Duijkeren, Vulto, Van Miert 1994).

3.3.2 Distribution

Les sulfamides étant hydrophiles, leur distribution se fait principalement par les fluides
extracellulaires (sang, lymphe, liquide interstitiel) (A. Mercer 2022). Selon les molécules le
volume de distribution peut aller de 0,3L/kg a 0,7L/kg. Les sulfamides sont retrouvés en grande

quantité dans les tissus fortement vascularisés : foie, reins, duodénum, poumons. Dans la

47



plupart des tissus, les concentrations tissulaires en sulfamides restent inférieures aux

concentrations plasmatiques (Van Duijkeren, Vulto, Van Miert 1994).

Le triméthoprime étant plus lipophile, il diffuse facilement dans les tissus et présente donc un
volume de distribution élevé qui peut aller de 1,5 a 2,7 L/kg selon les études (Van Duijkeren,
Vulto, Van Miert 1994). Les concentrations les plus importantes en triméthoprime se trouvent
dans le foie, les reins et les poumons, et de manieére générale, la concentration tissulaire en

triméthoprime est plus élevée que sa concentration plasmatique.

Le triméthoprime et le sulfaméthoxazole peuvent traverser la barriére hémato-encéphalique et
atteignent des concentrations supérieures a la concentration minimale inhibitrice de la plupart

des pathogenes équins responsables de méningites.

Chez le cheval 50% du triméthoprime est lié¢ aux protéines plasmatiques quelle que soit sa
concentration. Pour les sulfamides, ce taux peut varier en fonction de la molécule et de sa
concentration, il varie entre 33 % pour le sulfaphenazole et 93% pour la sulfadimethoxine (Van

Duijkeren, Vulto, Van Miert 1994) (Tableau 2).

Tableau 2: Valeurs pharmacocinétiques du Triméthoprime et des certains sulfamides chez les chevaux (Van

Duijkeren, Vulto, Van Miert 1994)

Pourcentage lié¢ au

Antibiotique pKa T1/2 (h) Vd (L/kg) Cl (mL/kg/min) protéines plasmatiques
(%)
Triméthoprime 7,1 1,9a43 1,51a2,76 11a13 50
Sulfadiazine 6,4 2,7a74 0,42a0,52 2,3 43
Sulfadoxine 6,3 6,3a14 0,39 9,7 14a72
Sulfaméthoxazole 5,7 3,5a4,8 0,33a0,5 1,3a14 Absence de données
Sulfaméthazine 7,4 54all4 0,3320,74 0,82a0,9 65 2 69
Sulfamérazine 7,0 3,2 0,49 1,8 44

3.3.3 Métabolisme (M)

Le foie est le principal organe de métabolisation du triméthoprime et des sulfamides
(Van Duijkeren, Vulto, Van Miert 1994).
Les sulfamides peuvent étre métabolisés par des réactions de phase 1 (oxydation) et de phase 2
(acétylation, glucurono-conjugaison ou sulfatation) selon I’espeéce. Les formes acétylées,

hydroxylées ou glucurono-conjuguées ont une action antibactérienne nettement moins
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importantes que les composés initiaux. Chez le cheval, les sulfamides subissent une acétylation
du groupe para-amine (N4) et une hydroxylation du groupe méthyl du cycle pyrimidine. Les
réactions d’hydroxylation et de glucuronoconjugaison augmentent I’hydrophilie du métabolite
et favorisent son élimination rénale (Van Duijkeren, Vulto, Van Miert 1994).

La voie métabolique du triméthoprime chez le cheval n’a pas encore été établie et reste peu
documentée. Chez I’Homme, le triméthoprime est oxyd¢ et conjugué. Ses métabolites primaires
sont le 1-N-oxyde de triméthoprime, le 3-N-oxyde de triméthoprime, le 3 -des-méthyl-
triméthoprime, le 4'-desméthyl-triméthoprime, et le o-hydroxy-triméthoprime (figure 12),
cependant ils ne sont que trés peu actifs sur les bactéries (Nolte, Tessman, Goldman 2020).
Chez le porc, la principale voie métabolique comprend une déméthylation suivie d’une

conjugaison avec acide glucuronique ou un sulfate (Van Duijkeren, Vulto, Van Miert 1994).

A B
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7~ BN 2 e B 2
X 91
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C D e o
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o) AN HO AN
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Figure 12: Structures chimiques des métabolites primaires du triméthoprime

chez l'homme

3.3.4 Excrétion du principe actif et de ses métabolites

Les sulfamides sont principalement excrétés dans les urines, mais peuvent aussi 1’étre
dans les féces, la bile, le lait, la transpiration et les larmes. Quant a leurs métabolites, chez,

I’homme ils sont ¢liminés dans les urines (Garcia-Galan, Silvia Diaz-Cruz, Barcelo 2008). Le
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triméthoprime est lui majoritairement excrété par voie urinaire, on le retrouve aussi en petite
quantité dans les féces.

L’excrétion rénale du triméthoprime se fait par filtration glomérulaire et sécrétion active au
niveau des tubules rénaux puis réabsorption. Celle des sulfamides met en jeu la filtration
glomérulaire et la réabsorption (Rang, Dale 1987).

Le triméthoprime est une base faible, son élimination par les reins augmente avec ’acidité
urinaire. Les sulfamides étant des acides faibles leur élimination suit la tendance inverse. La
clairance rénale de ces deux molécules est donc influencée par le pH urinaire (Rang, Dale

1987).

Chez le cheval, le temps de demi-vie du triméthoprime est de 1,9 a 4,3 h selon les études. 11
varie entre 2,7h (sulfadiazine) et 14h (sulfadoxine) pour les sulfamides selon les molécules

(Tableau 2) (Van Duijkeren, Vulto, Van Miert 1994).

3.4 Résistances

Des résistances au triméthoprime et aux sulfamides se sont développées lentement au cours
des années. En médecine vétérinaire équine, de nombreuses bactéries résistantes ont été
identifiées notamment certaines souches de salmonelles et de streptocoques, certaines souches
de Staphylococcus aureus et Escherichia coli. Les résistances résultent notamment de
I’exposition de la flore commensale aux antibiotiques et sont plus importantes dans les milieux
hospitaliers (Van Duijkeren, Vulto, Van Miert 1994; Cazeau et al. 2022; Steinman, Navon-
Venezia 2020).

Il existe différents mécanismes de résistances pour le triméthoprime. La résistance peut étre
due a une mutation génétique qui entraine une modification ou une surproduction de 1’enzyme
dihydrofolate réductase, dans ce cas on parle de résistance chromosomique. Mais elle peut
¢galement étre codée par un geéne porté par un transposon ou un plasmide qui permet a la
bactérie de produire une autre enzyme dihydrofolate réductase pour laquelle le triméthoprime

n’a pas d’affinités (Van Duijkeren, Vulto, Van Miert 1994).

Les résistances aux sulfamides sont plus répandues que celles du triméthoprime. Elles peuvent

étre codées par le chromosome ou des plasmides. La résistance chromosomique entraine une
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surproduction d’acide para amino-benzoique et la synthése d’une dihydropteroate synthase
avec moins d’affinité pour les sulfamides. La résistance plasmidique permet la synthése d’une
deuxiéme enzyme dihydropteroate synthase insensible aux sulfamides. La résistance acquise a
un sulfamide est généralement associée a une résistance croisée a tous les sulfamides (Van

Duijkeren, Vulto, Van Miert 1994).

3.5 Utilisation clinique

L’association triméthoprime-sulfamide est principalement utilisée pour le traitement des
infections des voies respiratoires, de I’appareil urinaire et génital, de la peau et des articulations
(Tableau 3). La bonne diffusion de ces antibiotiques dans le liquide cérébrospinal les rend
intéressants pour le traitement des méningites, méme s’ils ne sont pas utilisés en premiere
intention la plupart du temps. La posologie recommandée est de 15 a 30mg/kg toutes les 12 a

24 heures par voie orale ou intra-veineuse (Giguere, Prescott, Dowling 2013).

D’aprés le bilan de 2021 du Résapath (Cazeau et al. 2022), les principales bactéries rencontrées
dans les infections chez le cheval sont les Streptococcus spp (30% des prélévements), les
Escherichia coli (20% des prélévements), les Pseudomonas spp (10% des prélévements) et les
Staphylococcus a coagulase positive (9% des prélévements). Le tableau 3 récapitule les
affections dans lesquelles il est indiqué d’utiliser I’association triméthoprime-sulfamide en

premicre intention ou comme alternative.

In vitro, le ratio optimal pour la synergie et I’efficacité antibactérienne du triméthoprime et du
sulfamide est de 1/19 (triméthoprime / sulfamide). En médecine humaine, les médicaments ont
un ratio de doses de 1/5 afin d’atteindre le ratio optimal de concentrations de 1/19 dans le
plasma apres absorption. Le ratio de doses de 1/5 a été¢ adopté en médecine vétérinaire mais il
n’est pas certain qu’un ratio de concentrations de 1/19 soit atteint chez tous les animaux avec
tous les sulfamides. Par ailleurs, il n’y a pas de consensus sur le ratio optimal plasmatique a

atteindre chez les différentes espeéces (Van Duijkeren, Vulto, Van Miert 1994; Delizy 2004).

51



Tableau 3: Indication d'utilisation de l'association Triméthoprime-sulfamide chez le cheval selon les affections

(Giguere, Prescott, Dowling 2013; Wilson 2001; Mitchell, Furr, McKenzie 2006)

Localisation Diagnostic

Bactéries/Agents infectieux communément

impliqués

Appareil o o
Sinusite primaire (ou
respiratoire
secondaire)
haut

Streptococcus equi zooepidemicus
Pasteurella spp
Mycoplasma spp

Pneumonie

Poumons

Streptococcus equi zooepidemicus
Actinobacillus suis like sp
Klebsiella pneumoniae
Pasteurella spp

Escherichia coli

Streptococcus pneumoniae
Mycoplasma spp

Rhodococcus equi (poulains)
Pneumocystis jiroveci

Pseudomonas aeruginosa

Pleuropneumonie

Streptococcus equi zooepidemicus
Actinobacillus suis like sp
Pasteurella spp

Escherichia coli

Klebsiella pneumoniae

Bacteroides fragilis, Bacteroides spp

Fusobacterium spp

Abdominale Abceés abdominale

Streptococcus equi zooepidemicus
Streptococcus equi equi
Corynebacterium pseudotuberculosis

Rhodococcus equi (poulains)

Plaies superficielles
Tissus mous ) .
infectées

Streptococcus equi sp
Escherichia coli
Enterobacter spp
Staphylococcus aureus

Clostridium perfringens

52



Actinobacillus spp
Klebsiella spp
Pasteurella spp
Pseudomonas aeruginosa

Proteus spp

Articulations

Arthrite septique

Staphylococcus spp
Escherichia coli
Enterobacter spp
Actinobacillus spp
Klebsiella spp
Pasteurella spp
Pseudomonas aeruginosa

Proteus spp

Appareil

urinaire

Cystite et pyélonéphrite

Actinobacillus spp
Enterobacter spp
Escherichia coli
Klebsiella spp
Pasteurella spp
Pseudomonas aeruginosa
Proteus spp
Staphylococcus aureus

Streptococcus equi zooepidemicus

Appareil

reproducteur

Rétention placentaire

Streptococcus equi zooepidemicus

Plancentite

Streptococcus equi zooepidemicus
Escherichia coli

Klebsiella spp

Mammites

Streptococcus equi zooepidemicus.
Staphylococcus aureus
Actinobacillus spp

Enterobacter spp

Escherichia coli

Klebsiella spp

Pasteurella spp
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Pseudomonas aeruginosa

Proteus spp

) o ) Streptococcus equi zooepidemicus.
Orchite et épididymite

Klebsiella pneumoniae
Systéme Meningites bactériennes  Staphylococcus aureus
nerveux ou abces spinal (Klebsiella spp, Actinomyces spp)

3.6 Effets indésirables et contre-indications

Les sulfamides ou leurs métabolites peuvent précipiter dans les urines et générer une
cristallurie, une hématurie et une obstruction des tubules rénaux. Le risque est d’autant plus
grand que le pH urinaire est bas et/ou que la concentration dans les urines est ¢levée (Plumb
2011). Les sulfamides rapidement excrétés sont donc plus susceptibles de générer ces effets
indésirables mais cela dépend aussi de la solubilité individuelle du sulfamide et de ses
métabolites (Van Duijkeren, Vulto, Van Miert 1994). Cependant ces signes rénaux et urinaires

restent rares (A. Mercer 2022).

Dans certains cas, le traitement génére des réactions d’hypersensibilité qui peuvent se traduire
par du prurit ou de I’urticaire, un angiocedéme, une anaphylaxie, une fi¢vre médicamenteuse,

une polyarthrite, une anémie hémolytique ou une leucopénie (A. Mercer 2022).

Un choc toxique peut intervenir en cas d’injection par voie intraveineuse trop rapide ou en dose
excessive de I’antibiotique. Cela peut se traduire par une phlébite, une faiblesse musculaire, de
I’ataxie, de la cécité ou une syncope (Van Duijkeren, Vulto, Van Miert 1994). 11 existe plusieurs
cas de morts chez le cheval suite a une injection par voie intraveineuse, dus le plus
probablement a une stimulation vagale, avec bradycardie et vasodilatation, causée par les
excipients et solvants de la formulation utilisée. Il est conseillé d’avoir une utilisation restreinte
de la voie veineuse ou d’injecter la solution sur une durée minimale de 1 minute pour assurer

une bonne dilution du médicament par le sang (Van Duijkeren, Vulto, Van Miert 1994).

Un traitement prolongé a base de triméthoprime et sulfamides peut générer des troubles

hématologiques avec notamment une aplasie médullaire (anémie, leucopénie, thrombopénie),
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hépatite, névrite périphérique, dégénérescence de la gaine de myéline, photosensibilisation et
stomatite sont d’autres effets indésirables qui peuvent apparaitre suite a un traitement prolongé.
Le triméthoprime seul génere peu d’effets secondaires : administré jusqu’a 10 fois la dose
recommandée, il ne présente pas d’effets indésirables. En revanche un traitement prolongé a
des doses ¢levées peut engendrer des désordres au niveau de I’hématopoicse di a un défaut de
synthese de tétrahydrofolate (A. Mercer 2022).

I est recommandé¢, dans le cas d’une thérapie prolongée avec 1’association
triméthoprime/sulfamides de réaliser une complémentation en folate et une surveillance

réguliére par numération formule sanguine (Plumb 2011).

L’antibiothérapie par voie orale peut générer des diarrhées chez certains chevaux par
perturbation de la flore commensale digestive, cependant 1’incidence reste relativement faible
(Plumb 2011).

L’administration concomitante de détomidine et de triméthoprime-sulfamide peut causer une
arythmie et une hypotension qui peuvent étre fatales. Leur combinaison est donc contre-
indiquée. La procaine, que 1’on trouve souvent dans les solutions injectables de pénicilline G,
est un analogue de structure de I’acide para-aminobenzoique et peut par conséquent diminuer
I’efficacité des sulfamides (A. Mercer 2022).

L’association triméthoprime-sulfamides doit étre évitée chez des chevaux présentant des
1ésions hépatiques, des troubles de la coagulation, une maladie rénale ou des urolithiases (Van

Duijkeren, Vulto, Van Miert 1994).

3.7 Propriétés anti-inflammatoires et immunomodulatrices

Certaines ¢études suggerent que 1’association du triméthoprime avec un sulfamide possede
une action anti-inflammatoire et immuno-modulatrice non spécifique. En effet le
Cotrimoxazole ND, dont les principes actifs sont le triméthoprime et le sulfaméthoxazole, a
permis une amélioration clinique de patients humains atteints de polyarthrite rhumatoide, avec
un role anti-inflammatoire et immunomodulateur attribuable au sulfaméthoxazole (Astbury,
Hill, Bird 1988). L'équipe de recherche Antiretroviral Research for Watoto (ARROW) a aussi
montré une diminution de certains marqueurs plasmatiques de 1’inflammation, la protéine C
réactive (CRP) et ’interleukine 6, chez des enfants atteints du virus de I'immunodéficience
humaine (VIH) lors de prophylaxie prolongée au Cotrimoxazole ND (triméthoprime,

sulfaméthoxazole) (Bwakura-Dangarembizi et al. 2014). Le Cotrimoxazole ND entrainerait
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aussi une suppression du TNF alpha (Facteur de Nécrose Tumorale), cytokine impliquée dans
les inflammations en phase aigué et chronique (Choudhari, Spalgis, Ojha 2020). Les propriétés
anti-inflammatoires de cet antibiotique ont aussi été utilisées sur des patients présentant des
formes critiques de la COVID-19 car il limite 1’orage cytokinique responsable des syndromes

de détresses respiratoires aigu€s (Choudhari, Spalgis, Ojha 2020).

D’autres sulfamides que le sulfaméthoxazole possédent des propriétés anti-inflammatoires. La
sulfadiazine inhibe les kinases permettant I’activation du facteur de transcription NF-kB (Feria-
Garzon et al. 2019), ce dernier contrélant I’expression de nombreux geénes impliqués dans la
régulation du systéeme immunitaire. La sulfasalazine a un effet immunomodulateur sur
I’inflammasome et 1’activation du TLR (Récepteur de type Toll) chez les patients positifs au

VIH (Feria-Garzén et al. 2019).

L’association triméthoprime/sulfamides semble donc montrer des propriétés anti-
inflammatoires et immunomodulatrices, cependant les mécanismes impliqués restent flous

notamment pour le triméthoprime.
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DEUXIEME PARTIE : ETUDE
EXPERIMENTALE DES CINETIQUES
D’ELIMINATIONS PLASMATIQUE ET
URINAIRE DU TRIMETHROPRIME, DE
LA SULFADOXINE ET LEURS
METABOLITES

La collaboration de plusieurs équipes a permis la réalisation de cette étude expérimentale :
’unité de recherche INTHERES & I’Ecole Nationale Vétérinaire de Toulouse (ENVT)
représentée par PL. Toutain, A. Ferran et D. Broussou ; I’Institut de Biochimie de 1I’Université
Allemande du Sport de Cologne représenté par par I. Schenk, S. Guddat, M. Machnik, H.
Rottgen et M. Thevis ; et la Fédération Equestre Allemande représentée par M. Diie et H.

Lagershausen.

L’objectif de ces expérimentations était de caractériser 1’élimination du triméthoprime et de la
sulfadoxine aprés une injection unique par voie intraveineuse chez le cheval.

L’¢étude a été approuvée par le comité d'éthique CEEA-86 et a été entreprise conformément
a la directive 2010/63/UE s’attachant a la protection des animaux utilisés a des fins scientifiques

(numéro d'enregistrement 10250 2017061615123788, Toulouse, France).

1 Matériel

1.1 Molécules Testées

Les molécules testées sont le triméthoprime et la sulfadoxine. Elles ont été utilisées sous la
forme de Borgal ND 24% contenant 200mg/mL de sulfadoxine et 40mg/mL de triméthoprime
(Virbac, Carros).

57



1.2 Produits chimiques

L'acétate d'ammonium, le dihydrogénophosphate de sodium monohydraté et 1'acétate de sodium
¢taient de qualité pro analytique et obtenus aupreés de Merck (Darmstadt, Allemagne).
L'acétonitrile (qualit¢ analytique), le méthanol, I'acide acétique (pro analysis) et
I'hydrogénophosphate disodique ont été recus de VWR Prolabo (Darmstadt, Allemagne).
L'arylsulfatase/B-glucuronidase de Helix pomatia et la B-glucuronidase de Escherichia coli ont
¢été achetées chez Roche (Mannheim, Allemagne). Les tampons et les solutions ont ét¢ fabriqués
avec de l'eau distillée fabriquée par le Barnstead GenPure xXCAD Plus de Thermo Scientific
(Schwerte, Allemagne). Les cartouches Chromabond® HLB SPE (60 mg, 3 ml) ont été achetées
chez Macherey & Nagel (Diiren, Allemagne). Le NaCl isotonique a 0,9 % a été obtenu aupres
de Serumwerk Bernburg AG (Bernburg, Allemagne). La protéase du pancréas bovin, le TMP
(triméthoprime) et le d9-TMP ont ¢ét€ obtenus auprés de Sigma-Aldrich (Steinheim,
Allemagne). SDO (sulfadoxine) et d3-SDO ont été achetés chez Ehrenstorfer (Augsburg,
Allemagne), 3-desméthyltriméthoprime (3DMT), 4-desméthyltrimethoprime (4DMT) et a-
hydroxytriméthoprime (OHT) ont été fournis par TRC (Toronto, Canada), 3-oxyde-
triméthoprim (TP30O) par Haoyuan Chem Express (Shanghai, Chine), le 1-oxyde-
triméthoprime (TP10) par Pharmaffiliates (Haryana, Inde) et Ac-SDO par Combi-Blocks (San

Diego, Etats-Unis). Les solutions méres et de travail ont été préparées dans du méthanol.

1.3 Animaux de I’étude expérimentale

o Caractéristiques

L’étude a été menée sur 8 chevaux de sport et de loisir du centre équestre de ’ENVT,
agés de 10 a 16 ans, de poids compris entre 398kg et 560kg et de races variées (Pure Race
Espagnole, Pur-sang, Arabe, Anglo-arabe, Trotteur Frangais). Ils avaient une activité physique
modérée : 1 a 2h de travail monté par jour, en plus de ’activité physiologique en liberté au pré.
Afin de faciliter les prélévements d’urine, les chevaux choisis étaient exclusivement des

hongres.
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o Environnement et mode de vie

e Habitat

Les huit chevaux de 1’étude vivaient au pré avec d’autres congénéres toute 1’année. Lors
des manipulations, les chevaux étaient placés, le temps nécessaire aux prélévements, dans des
box individuels paillés et nettoyés (paille souillée par 1’urine ou les crottins retirés
quotidiennement une fois le cheval sorti du box). Ils sont donc restés en box de 7h a 19h30 le
premier jour puis de 7h a la premiére miction spontanée pour les 19 jours suivants de
prélévements.

e Régime alimentaire

Les huit chevaux de I’étude ont re¢u une ration adaptée a leur travail et leur morphologie a
base d’un aliment complet sous forme de granulés (Purina legend, Pomeric, France) distribué
au box a 7h00 les matins de prélévements. Ils disposaient également de foin a volonté dans leur
pré. L’eau potable provenait d’un réseau domestique sans contaminant répertori€. Les chevaux
en disposaient a volonté que ce soit au box ou au pré (abreuvoirs automatiques ou bac d’eau)

e Médication

Les huit chevaux ont été déclarés sains avant le début de 1’étude sur la base d’un examen
clinique complet, et n’ont regu aucune médication supplémentaire pendant toute la période
expérimentale et au moins 3 mois avant.

Le tableau 4 ci-dessous récapitules les caractéristiques individuelles des chevaux de 1’étude.

Tableau 4. Caractéristiques individuelles des 8 chevaux de l'étude

Cheval Sexe Race (aﬁlglze) Poids (kg)  Habitat
Nobel Hongre Pure Race Espagnole 14 510 Pré
Réve Hongre Trotteur Frangais 14 556 Pré
Quashmir Hongre Arabe 15 398 Pré
Pitou Hongre Anglo-Arabe 14 514 Pré
Diedo Hongre Pur-sang 12 522 Pré
Phénix Hongre Trotteur Frangais 16 492 Pré
Kepresh Hongre Pur-sang 11 560 Pré
Leridano Hongre Pure Race Espagnole 10 480 Pré
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2 Méthode

2.1 Plan expérimental

Le plan expérimental consistait en une administration intraveineuse unique de
triméthoprime et sulfadoxine dans un ratio de dose 1/5, suivie de prélévements pour déterminer
les concentrations plasmatiques et urinaires de la sulfadoxine, du triméthoprime et de son
métabolite au cours du temps.

Le nombre de prélévements a été déterminé par 'Institute of Biochemistry Center for
Preventive Doping Research, (German Sport University Cologne, Am Sportpark Miingersdorf,
50933 Cologne, Germany) (IBC) et a été réajusté grace a 1’étude pilote effectuée sur deux
chevaux.

Les 8 chevaux de I’étude ont recu une injection unique de 15mg/kg de triméthoprime-
sulfadoxine (2,7mg/kg triméthoprime, 13,4mg/kg de sulfadoxine) par voie intraveineuse dans
la veine jugulaire droite a 1’aide d’un cathéter. Le volume de Borgal® 24% correspondant a la
dose par cheval est retranscrit dans le tableau 5 ci-dessous. Afin de minimiser les effets
indésirables, le bolus IV a été¢ administré lentement sur une période de 2 a 3 minutes. Les 2
chevaux de I’étude pilote ont recu I’injection le 15/04/2019 et 6 chevaux de 1’étude principale

I’ont regu le 15/04/2019.

Tableau 5: Volume de Borgal® administré et doses de triméthoprime et sulfadoxine correspondantes

Dose TMP

Cheval — Poids (kg) caxzigl(lln(:L) in,-Zi’tl? I(nn(:L) inlj):cst(z’ef l()n)l(g) i“(jlflcgt)""e
Nobel 510 34,17 34 6798,30 1361,70
Réve 556 37,25 37 7400,36 1478,96
Quashmir 398 26,67 27 5400,36 1078,58
Pitou 514 34,44 34 6800,22 1362,10
Diedo 522 34,97 35 7000,02 1398,96
Phénix 492 32,96 33 6597,72 1318,56
Kepresh 560 37,52 37,5 7498,40 1500,80
Leridano 480 32,16 32 6398,40 1281,60
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2.2 Prélévements

o Prélévements sanguins

e Collecte des prélévements sanguins

Les échantillons de sang ont été prélevés a 0, 0,08, 0,25, 0,5, 1, 2, 4, 8, 12, 24, 36, 48, 72,
96, 120, 168, 216, 264, 312 et 360 heures apres ’injection, par prise de sang au niveau de la
veine jugulaire gauche au Vacutainer® dans des tubes héparinés de 10mL. Les heures des
prélévements étaient contrdlées par des chronomeétres homologués, déclenchés au début de
I’injection pour chaque cheval.

e Identification et stockage des prélévements

Les tubes étaient immédiatement identifiés avec le nom du cheval et I’heure de la prise de
sang. Ils étaient conservés au frais (4°C) et a I’abri de la lumiére jusqu’a leur centrifugation
dans les deux heures suivant le prélévement de sang. Le plasma était extrait et placé dans trois
tubes Eppendorf étiquetés avec mention du nom de I’étude, le nom du cheval, la nature du
liquide contenu (plasma), I’heure de collecte, le numéro d’aliquotage et la température de
conservation. Les tubes étaient conservés a -20°C sur site jusqu’a leur transfert vers les
laboratoires de I'IBC pour I’analyse. Un des tubes était systématiquement conservé au

congélateur a -20°C sur le site dans un autre batiment pour archivage sur cinq ans.

o Prélévements d’urine

e Collecte des prélévements d’urine

Les urines étaient obtenues par miction spontanée et recueillies dans des sacs plastiques a
usage unique placés dans des collecteurs urinaires mis en place chaque matin entre 7h30 et
8h00. La valeur du volume d’urine recueilli était relevée pour chacun des prélevement et 1’urine
était répartie en 3 fractions aliquotées de 40mL. Les prélévements d’urine ont été obtenus aux
environs des horaires prévus : a 0, 4, 8, 12, 24, 48, 72, 96, 120, 168, 216, 288, 360, 432, 504,
600, 696, 792, 888, 984, 1080 et 1200 heures apres I’injection pour les chevaux de I’étude pilote
eta0, 4,8, 12, 24, 48, 72, 96, 120, 168, 216, 264, 312, 360, 456, 552, 648, 768, 888, 1008,
1176, 1344, 1515 et 1680 heures apres 1’injection pour les chevaux de 1’étude principale (les
horaires exacts de récolte des urines ont été enregistrés et sont présents en annexes).

e Identification et stockage des prélévements

Les trois aliquotes étaient étiquetés avec le nom de 1’étude, le nom du cheval, la nature du
liquide contenu (urine), I’heure de collecte, le numéro d’aliquotage et la température de

conservation. Ils étaient ensuite conservés a 1’abri de la lumiére a 4°C dans les deux heures

61



suivant la collecte puis étaient déplacés vers un congélateur a -20°C jusqu’a leur transfert pour
les analyses menées a ’IBC. De méme que pour le plasma, un des trois aliquots était conservé

a -20°C sur le site dans un autre batiment pour archivage sur cinq ans.

2.3 Analyse des préléevements

Les aliquots de 0,5 ml de plasma ont été enrichis avec 20 et 2 ng/ml des standards

internes d9-TMP et d3-SDO, respectivement. Les échantillons avec des concentrations
attendues supérieures a 100 ng/mL ont été dilués avec de I'eau distillée en conséquence. Par la
suite, la protéolyse a été réalisée par addition de 10 pl de solution de protéase (5 mg/mL) et
incubation des échantillons pendant 1 h a 50°C.
Les aliquots de 1 ml d'urine ont ét¢ enrichis avec 50 ng/mL de d9-TMP et 10 ng/mL de d3-
SDO, respectivement. Par la suite, les échantillons ont été ajustés a pH 5,2 avec 0,1 ml de
tampon acétate de sodium 4 M et les conjugués potentiels ont été¢ hydrolysés avec la [3-
glucuronidase/arylsulfatase de Helix pomatia a 50 °C pendant 1 h. Dans le cadre du
développement de la méthode, six échantillons d'urine de différents chevaux et les points
temporels post-administration ont été analysés sans et aprés hydrolyse avec la f-
glucuronidase/arylsulfatase (pH 5,2), la B-glucuronidase de E. coli (pH 7,0) et I'arylsulfatase de
Pseudomonas aeruginosa (pH 7,5) afin d'obtenir des informations sur le métabolisme de phase
IT des analytes.

Ensuite, une extraction en phase solide (SPE) des échantillons d'urine et de plasma a été
réalisée au moyen de cartouches Oasis® HLB SPE (60 mg, 3 mL) qui ont été conditionnées
avec 1 mL de méthanol et 1 mL d'eau distillée. Apres application des échantillons, une étape
de lavage a suivi avec 1 mL d'un mélange eau/méthanol (90 : 10, v/v). Les cartouches ont été
¢luées avec 1 ml de méthanol, selon les recommandations du fabricant. L'éluat méthanolique
était évaporé a sec au moyen d'un évaporateur rotatif sous vide. Le résidu sec a été reconstitué
dans 100 pl d'un mélange acétate d'ammonium (contenant 1 % d'acide acétique)/acétonitrile
(60:40, v/v) pour analyse. Trois microlitres de la solution ont été injectés dans le systeme LC-
MS/MS. Des courbes d'étalonnage fraiches et des échantillons témoins négatifs ont été analysés

avec chaque lot d'échantillons.
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2.4 Analyse LC-MS/MS

Les analyses LC-MS/MS ont été réalisées sur un chromatographe liquide Agilent Series
1260 (Waldbronn, Allemagne) couplé a un spectrometre de masse triple quadripdle 5500 QTrap
(AB Sciex, Darmstadt, Allemagne) équipé d'une interface d'ionisation par électrospray (ESI).
La colonne était une colonne Gemini C6-Phenyl 110 A avec des dimensions de 4,6 x 150 mm
et une taille de particules de 3 pm de Phenomenex (Aschaffenburg, Allemagne). L'élution en
gradient a été réalisée avec un tampon d'acétate d'ammonium (acétate d'ammonium 5 mM, acide
acétique a 0,1 % dans de I'eau ultrapure, pH 5) comme solvant A et de 'acétonitrile comme
solvant B. Le débit du gradient a été ajusté a 500 pl/min, en commengant par 100 % de solvant
A pendant 1 min. De 1 a 7 min, la phase aqueuse a été réduite a 0 % et maintenue constante
pendant 2 min. Par la suite, un rééquilibrage a 100%de solvant A a été effectué pendant 4,5 min
afin de revenir aux conditions initiales.
A des fins de quantification, les transitions ioniques a m/z 311-156, m/z 291-261, m/z 277-261,
m/z 307-243 et m/z 307-275 ont été surveillées pour SDO, TMP, 3DMT, OHT et TP30,
respectivement. La quantification a été effectuée au moyen des étalons internes d3-SDO (m/z
324-156) et d9-TMP (m/z 300-264). Une courbe d'étalonnage a été analysée avec chaque lot
d'échantillons. Les rapports relatifs de surface de pic et les concentrations ont été calculés par
le logiciel Analyst (version 1.6). De plus, une analyse semi-quantitative a été effectuée pour

Ac-SDO (m/z 353-198) et le triméthoprime-1-oxyde (TP10, m/z 307-275).

2.5 Validation de la méthode

La méthode a été entierement validée pour l'analyse quantitative de SDO, TMP, 3DMT,
OHT et TP30O dans le plasma et I'urine de cheval en tenant compte des paramétres spécificité,
rendement, linéarité, précision, exactitude, limites inférieures de quantification (LOQ) et de
détection (LOD), stabilité, et les effets de suppression/renforcement des ions.
Le rendement a été calculé a partir du rapport de 1'ensemble A et B, dans lequel A est la
moyenne de six échantillons surchargés avec chaque analyte a une concentration de 1 ng/mL
au début et B la moyenne de six blancs surchargés a la fin de 1'échantillon préparation. L'étalon

interne a été ajouté aux deux ensembles d'échantillons a la fin de la préparation des échantillons.

La linéarité de la réponse du signal dans le plasma a été testée sur une plage de 0,05 a

100 ng/ml pour SDO et de 0,1 a 100 ng/ml pour TMP, 3DMT, OHT et TP30, respectivement,
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en fortifiant la matrice de plasma vierge avec la quantité équivalente de matériel de référence.
Des courbes d'étalonnage dans l'urine ont été construites couvrant des plages de concentration
allant de 0,3 a 300 ng/mL pour le SDO, de 0,5 a 300 pour le TMP et le 3DMT et de 0,5 a 100
ng/mL pour I'OHT et le TP30O, compte tenu de leurs concentrations attendues dans les
¢échantillons aprés 1’injection.

La LLOD a été estimée comme la concentration la plus faible pouvant étre détectée a un rapport
signal sur bruit > 3 pour 1'ion quantificateur. La LOQ a été postulée comme la concentration la
plus faible détectable avec un rapport signal sur bruit > 9 et vérifiée par une détermination
sextuple du niveau estimé afin d'obtenir la précision respective. Le critére d'acceptation de la

LOQ était un coefficient de variation (CV) inférieur a 20%.

Les précisions de SDO, TMP, 3DMT, OHT et TP30O ont été déterminées a l'aide de 18
¢chantillons de contrdle qualité (QC) qui ont été préparées a des concentrations faibles,
moyennes et élevées quantifiées sur un jour (6 échantillons utilisées) et puis sur trois jours
différents (6 échantillons de la quantification sur un jour et 6 échantillons par jour pour les deux
autres jours).

Afin d'inclure I'étape de dilution dans la validation, des niveaux de concentration élevés ont été
dilués au 1/100¢éme avec du NaCl isotonique (0,9 %) avant la préparation de 1'échantillon.
Pour la détermination de la précision, les échantillons QC, chacun préparé a des concentrations
faibles, moyennes et ¢élevées, ont été quantifiés au moyen d'une courbe d'étalonnage. Les
moyennes des valeurs calculées ont été comparées aux valeurs théoriques.

La stabilité a été vérifiée au moyen de 12 échantillons de plasma et d'urine, chacun enrichi avec
20ng/mL de SDO, TMP, 3DMT, OHT et TP30O pour les échantillons de plasma et 10 ng/mL de
SDO, TMP, 3DMT, OHT et TP3O pour les échantillons d’urine. Les échantillons ont été
stockés a -20°C degrés et quantifiés apres 28 (pour 6 échantillons de plasma et d’urine) et 56
(pour 6 échantillons de plasma et d’urine) jours, respectivement, en utilisant des calibrateurs
fraichement préparés. Pour I'évaluation des effets de suppression ou d'amélioration des ions, les
intensités d'analyte ont été comparées dans des solutions avec et sans matrice d'urine ou de

plasma.
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2.6 Analyses des données pharmacocinétiques

Le logiciel PKanalix® a été utilisé pour I’analyse pharmacocinétique non compartimentale des

données issues des chevaux de 1’étude.

2.6.1 Détermination de la clairance rénale du triméthoprime et de la sulfadoxine

Lors des prélevements d’urine, le volume produit pour chaque cheval a été relevé. Ainsi,
connaissant le volume et la concentration de 1’urine a chaque prélévement nous pouvons en
déduire la quantité (en ng) de triméthoprime et de sulfadoxine émise sur I’ensemble des

prélévements avec 1’équation suivante.

n
Z Ci X Vi = Ae (équation 1)
i=1

Ou n est le nombre de prélévement, Ci la concentration urinaire de la molécule concernée en
ng/mL au prélévement i, Vi le volume d’urine émise en mL au prélévement i et Ae (Amount
excreted) la quantit¢ de molécule émise au totale dans les urine suite a une injection

intraveineuse unique.

La clairance rénale (Clr) se calcule alors via I’équation 2 et avec le paramétre AUC (Area Under

the Curve) qui est calculé par le logiciel PKanalix®.
Ae

Clr = U (équation 2)

2.6.2 Détermination du temps de détection

Le temps de détection dans le plasma (ou dans les urines) est défini par ’EHSLC
(European Horserace Scientific Liaison Commitee) comme |’intervalle de temps entre la
derniére administration de médicament et le moment ou la concentration plasmatique (ou
urinaire) du médicament devient inférieure a la HSL (Harmonized Screening Limit) pour tous
les chevaux, avec la méthode analytique de routine et dans le cadre d’une expérience menée
selon les recommandations de ’EHSLC (Toutain 2010).

Le temps de détection peut étre estimé graphiquement, mais il peut aussi étre déterminé par le
calcul via la méthode Toutain-Lassourd. En effet, la pente d’élimination terminale (A,) dans le

plasma et une valeur de concentration des molécules étudiées a un temps donné en fin de

65



cinétique nous permettent de déterminer le temps de détection (équation 1). La figure 13 illustre

les parameétres permettant le calcul du temps de détection.

Concentration

IPC e
HSL

> Temps

o = r

Figure 13: Illustration graphique des parametres pharmacocinétiques impliqués dans la détermination du
temps de détection (avec lambdaz la pente terminale la concentration au cours du temps) d’apres Toutain

et Lassourd 2002

La pente terminale (Az) de la courbe de concentration plasmatique du médicament peut
étre estimée par 1’équation 3, ou Ya est le log de la concentration connue au temps Xa, Yb le
log (HSL), HSL étant aussi appelé LOQ (Limit of Quantification) et Xb le temps de détection

(DT). Az est exprimé en h™! et est toujours positif.

Yb—-Ya

= Y Xa

(équation 3)

Lorsque 1’équation 1 est appliquée entre les temps Oh et un temps X de concentration Y

connue, on obtient les équations 4.

B log(intercept) — log(Y)
B —X

—Az

<=>Y = Intercept.e ***X  (équation 4)

En appliquant I’équation 3 entre les temps Xa=0 et X = DT, avec Ya=log(intercept) et
Y =log(LOQ), on obtient I’équation 5.
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—Az _DT iz

(équation 5)

2.6.3 Détermination du temps de retrait

Le temps de retrait (Withdrawal time, WT) est une recommandation vétérinaire qui
fournit un jugement scientifique et doit prendre en compte les parameétres intrinséques a
I’animal. C’est donc un temps estimé pour lequel les concentrations sont inferieures a I’IPC
(Irrelevant Plasma Concentration). Cependant, il ne garantit pas avec certitude de la négativité
d’un cheval lors d’un contrdle.

De la méme maniere que pour le temps de détection, un temps de retrait peut étre estimé

graphiquement ou calculé selon la méthode Toutain et Lassourd.

Comme détaillé précédemment (paragraphe « La détermination des concentrations
maximales autorisées et du temps de détection »_dans la partie 2.5), I'IPC est obtenu par
I’application d’un facteur de sécurité SF fixé a 500. Ainsi en combinant les équations 6 et 7, on
peut déterminer la valeur de I'IPC. La dose standard est la dose recommandée, la clairance
plasmatique est la clairance plasmatique de la molécule sur I’intervalle de dosage et F est la

biodisponibilit¢ et vaut 1 puisque 1’administration de la molécule se fait par injection

intraveineuse.
EPC — D(.)se standard >< F _ AUC (équation 6)
Clairance plasmatique 24h
EPC = SF x IPC < IPC = % (équation 7)

La détermination graphique de WT peut ainsi étre déterminer avec la valeur de I’IPC obtenue

par les calculs.

D’autre part il est possible d’extrapoler WT a partir du temps de détection moyen de
I’étude. P.L. Toutain (Toutain 2010) suggéré dans un article publié¢ en 2010 que, pour une étude
menée sur 8 chevaux, on pouvait appliquer un facteur 1,4 au temps de détection moyen pour
avoir une valeur de WT (Toutain 2010). Cependant dans notre étude nous avons utilisée

I’équation 8 ou HL est le temps de demi-vie terminal.
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intercept)

WT = 1,44 X HL X log ( oC

(équation 8)
Puisque le temps de retrait dépend des concentrations sans effets et que la sulfadoxine et le
trimethoprime sont des antibiotiques, le temps de retrait a aussi été calculé suite a

I’application du facteur de sécurité de 500 sur les CMI minimales pour le triméthoprime et la

sulfadoxine.
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3 Reésultats

3.1 Concentration plasmatique de la sulfadoxine, du triméthoprime et de

son principal métabolite le desméthyltriméthoprime

L’analyse pharmacocinétique non compartimentale des données ainsi que le calcul du temps

de demi-vie et de la clairance plasmatique ont été réalisés avec le logiciel Pkanalix®.

Sulfadoxine

Le graphique 1 illustre 1’évolution de la concentration plasmatique en sulfadoxine au cours du
temps suite a I’injection pour chacun des individus de I’étude, tandis que le graphique 2
représente I’évolution de la concentration plasmatique moyenne en sulfadoxine suite a

I’injection pour les chevaux de notre étude.

Concentrations plasmatiques individuelles de la sulfadoxine aprés une injection
unique intraveineuse de Borgal® 24% (40mg/mL Triméthoprime, 200mg/mL
Sulfadoxine) a 0,07 mL/kg
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Graphique 1: Concentrations plasmatiques individuelles de la sulfadoxine au cours du temps apres une
injection unique intraveineuse de Borgal® 24% (40mg/mL Triméthoprime, 200mg/mL Sulfadoxine) a
0,07 mL/kg
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Concentrations plasmatiques moyennes de la sulfadoxine aprés une injection unique
intraveineuse de Borgal® 24% (40mg/mL Triméthoprime, 200mg/mL Sulfadoxine) a 0,07

mL/kg
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Graphique 2: Concentrations plasmatiques moyennes de la sulfadoxine au cours du temps apres une injection

unique intraveineuse de Borgal® 24% (40mg/mL Triméthoprime, 200mg/mL Sulfadoxine) a 0,07 mL/kg

Les concentrations plasmatiques de sulfadoxine maximales obtenues au premier
prélevement, soit 5 minutes aprés 1’injection se situent entre 73400 ng/mL et 96500 ng/mL
(84100 ng/mL en moyenne). La décroissance de la concentration plasmatique en sulfadoxine
apres une administration unique semble bi-exponentielle. Le temps de demi-vie moyen calculé
est de 75,86 h et la clairance plasmatique moyenne est de 32,32 mL/kg/h.

La sulfadoxine est détectable dans le plasma jusqu’au dernier prélévement (soit 11 jours
pour les 2 chevaux de 1’étude pilote et 15 jours pour les 6 chevaux de 1’étude principale) mais
pour I’ensemble des chevaux de I’étude la concentration plasmatique en sulfadoxine est

inférieure a Ing/mL a partir de 120h apres I’injection (soit 5 jours).

Triméthoprime

Le graphique 3 illustre I’évolution de la concentration plasmatique en triméthoprime au
cours du temps suite a I’injection pour chacun des individus de 1’étude. Le graphique 4 quant a
lui représente 1’évolution de la concentration plasmatique moyenne en triméthoprime suite a

I’injection pour les chevaux de notre étude.
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Concentrations plasmatiques individuelles du Triméthoprime aprés une injection
unique intraveineuse de Borgal® 24% (40mg/mL Triméthoprime, 200mg/mL
Sulfadoxine) a 0,07 mL/kg
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Graphique 3: Concentrations plasmatiques individuelles du triméthoprime au cours du temps apres une
injection unique intraveineuse de Borgal® 24% (40mg/mL Triméthoprime, 200mg/mL Sulfadoxine) a
0,07 mL/kg

Concentration plasmatique moyenne du Triméthoprime aprés une injection unique
intraveineuse de Borgal® 24% (40mg/mL Triméthoprime, 200mg/mL Sulfadoxine) a

0,07 mL/kg
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Graphique 4: Concentration plasmatique moyenne du triméthoprime au cours du temps apres une
injection unique intraveineuse de Borgal® 24% (40mg/mL Triméthoprime, 200mg/mL Sulfadoxine) a
0,07 mL/kg
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Les concentrations plasmatiques de triméthoprime maximales obtenues au premier
prélévement, soit 5 minutes aprés I’injection se situent entre 1830 ng/mL et 4300 ng/mL
(3196ng/mL en moyenne). La décroissance de la concentration plasmatique en triméthoprime
aprés une administration unique semble étre bi-exponentielle. Le temps de demi-vie moyen
calculé est de 47,19 h et la clairance plasmatique moyenne est de 801,67 mL/kg/h (entre 512,05
mL/kg/h et 1069,85 mL/kg/h).

Le triméthoprime est détectable dans le plasma entre 36 et 72h selon les chevaux (55,5h
en moyenne). La concentration plasmatique en triméthoprime est inférieure a 1ng/mL pour

I’ensemble des chevaux de 1’étude 48h apres I’injection.

Desméthyltriméthoprime
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Concentrations plasmatiques individuelles en desméthytriméthoprime aprés une
injection unique intraveineuse de Borgal® 24% (40mg/mL Triméthoprime, 200mg/mL
Sulfadoxine) a 0,07 mL/kg
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Graphique 5: Concentrations plasmatiques individuelles en desméthytriméthoprime au cours du temps
apres une injection unique intraveineuse de Borgal® 24% (40mg/mL Triméthoprime, 200mg/mL

Sulfadoxine) a 0,07 mL/kg

Concentrations plasmatiques individuelles en desméthytriméthoprime sur les
quatres premiéres heures aprés injection unique intraveineuse de Borgal® 24%
(40mg/mL Triméthoprime, 200mg/mL Sulfadoxine) a 0,07 mL/kg
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Graphique 6. Concentrations plasmatiques individuelles en desméthytriméthoprime sur les quatre premieres
heures apres injection unique intraveineuse de Borgal® 24% (40mg/mL Triméthoprime, 200mg/mL

Sulfadoxine) a 0,07 mL/kg
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Concentration plasmatique moyenne du Desméthyltriméthoprime aprés une injection unique
intraveineuse de Borgal® 24% (40mg/mL Triméthoprime, 200mg/mL Sulfadoxine) a 0,07 mL/kg
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Graphique 7: Concentration plasmatique moyenne du desméthyltriméthoprime au cours du temps aprés une

injection unique intraveineuse de Borgal® 24% (40mg/mL Triméthoprime, 200mg/mL Sulfadoxine) a 0,07 mL/kg

Le pic de concentration du desméthyltriméthoprime intervient entre le premier et le cinquiéme
prélévements, soit entre 5 min et 2 heures aprés 1’injection. On observe trois tendances : on peut
distinguer un premier groupe de quatre chevaux (Kepresh, Leridano, Quashmir et Phenix) qui
atteignent rapidement le pic de concentration du desméthyltriméthoprime dans les 15 minutes
apres I’injection avec des concentrations plasmatiques entre 49,5 ng/mL et 65,5 ng/mL. Pour
Nobel, le pic de concentration est lui aussi atteint rapidement, dés les 15 premiéres minutes
apres 1’injection, cependant la concentration maximale atteinte est plus élevée que pour les
autres chevaux de I’étude avec une valeur de 89,3 ng/mL. Enfin les trois derniers chevaux
(Réve, Pitou, Diedo) présentent des pics plus tardifs, entre 30 minutes et 2 heures apres
I’injection, avec des concentrations maximales plus faibles que les autres chevaux, avec des
valeurs entre 28,6ng/mL et 44,7ng/mL.

La décroissance des concentrations plasmatiques du desméthyltriméthoprime apres une
administration unique de triméthoprime semble exponentielle. Le temps de demi-vie du
desméthyltriméthoprime a été calculé pour chacun des 8 chevaux a partir de la pente terminale
d’élimination déterminée via le logiciel Pkanalix® et est en moyenne de 10,7h.

Pour tous les chevaux de [I’étude la concentration plasmatique en
desméthytriméthoprime est inférieure a Ing/mL 24h apres l'injection. La molécule reste

détectable dans le sang entre 36h et 72h apres 1’injection selon les chevaux.
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Concentration plasmatique moyenne de la Sulfadoxine, du Triméthoprime et du
Desméthyltriméthoprime aprés une injection intraveineuse de Borgal 24%
(40mg/mL Triméthoprime, 200mg/mL Sulfadoxine) a 0,07 mL/kg
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Graphique 8: Concentration plasmatique moyenne de la Sulfadoxine, du Triméthoprime et du
Desméthyltriméthoprime au cours du temps aprés une injection intraveineuse de Borgal 24% (40mg/mL

Triméthoprime, 200mg/mL Sulfadoxine) a 0,07 mL/kg

Le graphique 8 combine les concentrations moyennes de la sulfadoxine, du
triméthoprime et du desméthyltriméthoprime pour chaque temps de prélévement ainsi que leurs
écarts-type. Les graphiques 9 a 16 illustrent 1’évolution de la concentration plasmatique en
sulfadoxine, triméthoprime et desméthyltriméthoprime au cours du temps pour chacun des
chevaux suite a I’injection.

Le triméthoprime est éliminé plus rapidement que la sulfadoxine dans les premieres 24h
apres 1’injection. En effet on observe une baisse de 99,9% du triméthoprime contre 96% pour
la sulfadoxine sur cette fenétre de temps.

D’autre part, le pic de concentration du desméthyltriméthoprime est atteint dans les 2
heures aprés injection, ce qui suggere un métabolisme relativement rapide du triméthoprime en
desméthyltriméthoprime. Le métabolite du triméthoprime n’est détectable que jusqu’a 72h (soit

3 jours) dans le sang contre 168h (7 jours) pour le triméthoprime.
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Tableau 6: Reécapitulatif des principaux paramétres pharmacocinétiques de la sulfadoxine, du triméthoprime et

du desméthyltriméthoprime

SDX TMP DES
Cmax (intervalle) (ng/mL) 62600 - 98000 1830 - 4300 28,6 - 89,3
;l;le)mps de demi-vie plasmatique terminal moyen 76.55 37.29 6.59
Clairance plasmatique moyenne (mL/h/kg) 32,32 801,67 -
Clairance rénale moyenne (mL/h/kg) 8,18 33,83 -
Tmax (intervalle) (h) 0,08 - 0,25 0,08 - 0,08 0,08 -2
Tlast (h) 360 72 72
Volume de distribution moyen (mL/kg) 3472,11 54527,15 -
Temps moyen de résidence (h) 8,06 2,97 -
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Graphique 9: Concentration plasmatique de la Sulfadoxine, du Triméthoprime et du Desméthyltriméthoprime
au cours du temps chez Nobel aprés une injection intraveineuse de Borgal 24% (40mg/mL Triméthoprime,

200mg/mL Sulfadoxine) a 0,07 mL/kg
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Graphique 10: Concentration plasmatique de la Sulfadoxine, du Triméthoprime et du
Desmeéthyltriméthoprime au cours du temps chez Réve apres une injection intraveineuse de Borgal

24% (40mg/mL Triméthoprime, 200mg/mL Sulfadoxine) a 0,07 mL/kg
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Graphique 11: Concentration plasmatique de la Sulfadoxine, du Triméthoprime et du Desméthyltriméthoprime
au cours du temps chez Quashmir apres une injection intraveineuse de Borgal 24% (40mg/mL Triméthoprime,

200mg/mL Sulfadoxine) a 0,07 mL/kg
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Graphique 12: Concentration plasmatique de la Sulfadoxine, du Triméthoprime et du
Desmeéthyltriméthoprime au cours du temps chez Pitou apres une injection intraveineuse de Borgal 24%

(40mg/mL Triméthoprime, 200mg/mL Sulfadoxine) a 0,07 mL/kg
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Graphique 13: Concentration plasmatique de la Sulfadoxine, du Triméthoprime et du
Desmeéthyltriméthoprime au cours du temps chez Diedo apres une injection intraveineuse de Borgal 24%

(40mg/mL Triméthoprime, 200mg/mL Sulfadoxine) a 0,07 mL/kg
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Graphique 14: Concentration plasmatique de la Sulfadoxine, du Triméthoprime et du Desméthyltriméthoprime
au cours du temps chez Phénix aprés une injection intraveineuse de Borgal 24% (40mg/mL Triméthoprime,
200mg/mL Sulfadoxine) a 0,07 mL/kg
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Graphique 15: Concentration plasmatique de la Sulfadoxine, du Triméthoprime et du Desméthyltriméthoprime
au cours du temps chez Kepresh aprés une injection intraveineuse de Borgal 24% (40mg/mL Triméthoprime,

200mg/mL Sulfadoxine) a 0,07 mL/kg
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Leridano
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Graphique 16: Concentration plasmatique de la Sulfadoxine, du Triméthoprime et du
Desméthyltriméthoprime au cours du temps chez Leridano apres une injection intraveineuse de Borgal 24%

(40mg/mL Triméthoprime, 200mg/mL Sulfadoxine) a 0,07 mL/kg

3.2 Concentration urinaire de la sulfadoxine, du triméthoprime et son

principale métabolite le desméthyltriméthoprime

Sulfadoxine

Le graphique 17 illustre 1’évolution de la concentration urinaire en sulfadoxine au cours du
temps suite a ’injection pour chacun des individus de 1’étude, tandis que le graphique 18
représente 1’évolution de la concentration urinaire moyenne en sulfadoxine suite a 1’injection
pour les chevaux de notre étude.

La sulfadoxine était présente dans les urines d’un cheval (Kepresh) a TO, a une
concentration cependant tres faible (2,59 ng/mL). Pour le reste des chevaux, elle était détectable
dans les urines des la premiére miction post-injection avec un pic de concentration atteint entre
la premiére et la deuxiéme mictions (au plus tard 10h49 aprés 1’injection) avec des valeurs entre
327 000 a 1 370 000 ng/mL (733 250 ng/mL en moyenne).

Apres 888h (37 jours), la sulfadoxine n’était plus détectable chez 4 chevaux, cependant
elle restait détectable jusqu’a 1080h (45 jours) apres 1’injection pour un cheval.

Chez Réve, on observe une augmentation ponctuelle d’un facteur 10 de la concentration

a 312h sans augmentation en paralléle au niveau du plasma. De plus, chez Leridano, la détection
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de la sulfadoxine est intermittente avec des passages sous le seuil de détection entre 698h et
888h (soit entre 29 et 37 jours) et entre 888h et 1080h (soit entre 37 et 45 jours), avec une
augmentation d’un facteur 10 de la concentration & 698h et 888h par rapport aux concentrations
observées a 360h (15 jours).

Concentrations urinaires individuelles en Sulfadoxine aprés injection unique

intraveineuse de Borgal 24% (40mg/mL Triméthoprime, 200mg/mL
Sulfadoxine) a 0,06 mL/kg
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Graphique 18: Concentrations urinaires individuelles en Sulfadoxine au cours du temps aprés une injection

unique intraveineuse de Borgal® 24% (40mg/mL Triméthoprime, 200mg/mL Sulfadoxine) a 0,07 mL/kg

Concentration urinaire moyenne en Sulfadoxine aprés injection unique
intraveineuse de Borgal 24% (40mg/mL Triméthoprime, 200mg/mL
Sulfadoxine) a 0,07 mL/kg

» 10000000
c

® 1000000
©

£ 100000
w

< 10000
Q

< 1000
=

S F 100
£ <

g g 10
[y

£

= 1
c -
S 0,1
e

€ 0,01
o 0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800
o

o

Temps (h)

Graphique 17: Concentration urinaire moyenne en sulfadoxine au cours du temps apres une injection unique intraveineuse de

Borgal® 24% (40mg/mL Triméthoprime, 200mg/mL Sulfadoxine) a 0,07 mL/kg
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Triméthoprime

Concentrations urinaires individuelles en Triméthoprime aprés injection unique
intraveineuse de Borgal 24% (40mg/mL Triméthoprime, 200mg/mL
Sulfadoxine) a 0,06 mL/kg

£

"= 100000

=

(]

£ 10000

g

f.',‘ 1000 ——Nobel

1S ——Reve

=

: 100 ——Quashmir
; Pitou

g 10 ——Diedo

£ :

pet 1 —+—Phenix
(=]

'*é ——Kepresh
> 01 —=—Leridano
§ 0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800

© Temps (h)

Graphique 19: Concentrations urinaires individuelles en triméthoprime au cours du temps apreés une injection

unique intraveineuse de Borgal® 24% (40mg/mL Triméthoprime, 200mg/mL Sulfadoxine) a 0,07 mL/kg

Concentration urinaire moyenne en Triméthoprime aprés injection unique
intraveineuse de Borgal 24% (40mg/mL Triméthoprime, 200mg/mL
Sulfadoxine) a 0,07 mL/kg
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Graphique 20: Concentration urinaire moyenne en triméthoprime au cours du temps apres une injection unique

intraveineuse de Borgal® 24% (40mg/mL Triméthoprime, 200mg/mL Sulfadoxine) a 0,07 mL/kg
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Le graphique 19 illustre 1’évolution de la concentration urinaire en triméthoprime au
cours du temps suite a 1’injection pour chacun des individus de I’étude. Le graphique 20 quant
a lui représente I’évolution de la concentration urinaire moyenne en triméthoprime suite a

I’injection pour les chevaux de notre étude.

Le triméthoprime a lui aussi été détecté dans les urines a TO chez certains chevaux (Pitou
et Diedo) a des concentrations trés faibles (0,139 ng/mL et 0,345 ng/mL respectivement). Pour
le reste des chevaux, elle était détectable dans les urines dés la premiére miction post-injection
avec un pic de concentration atteint entre la premiére et la deuxiéme mictions (au plus tard 8h36
aprés I’injection) avec des valeurs entre 11 100 et 36 800 ng/mL (24 475 ng/mL en moyenne).

Le triméthoprime n’était plus détectable apres 456h chez un cheval, mais il était présent
dans les urines de deux chevaux 1200h (50 jours) apres I’injection.

Chez trois chevaux (Diedo, Kepresh et Leridano), on observe une discontinuité avec une
absence de détection de triméthoprime a partir 456h a 984h post injection puis un retour de la

détection du triméthoprime a 1008h ou 1200h post injection selon le cheval.

Desméthyltriméthoprime

Concentrations urinaires individuelles en Desméthyltriméthoprime aprés
injection unique intraveineuse de Borgal 24% (40mg/mL Triméthoprime,
200mg/mL Sulfadoxine) a 0,06 mL/kg
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Graphique 21: Concentrations urinaires individuelles en desméthyltriméthoprime au cours du temps apreés une

injection unique intraveineuse de Borgal® 24% (40mg/mL Triméthoprime, 200mg/mL Sulfadoxine) a 0,07 mL/kg
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Concentration urinaire moyenne en Desméthyltriméthoprime aprés injection
unique intraveineuse de Borgal 24% (40mg/mL Triméthoprime, 200mg/mL
Sulfadoxine) a 0,07 mL/kg
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Graphique 22: Concentration urinaire moyenne en desméthyltriméthoprime au cours du temps apres une injection

unique intraveineuse de Borgal® 24% (40mg/mL Triméthoprime, 200mg/mL Sulfadoxine) a 0,07 mL/kg

Les graphique 21 et 22 illustrent respectivement I’évolution des concentrations urinaires
individuelles et moyenne en desméthytriméthoprime au cours du temps suite a 1’injection pour

chacun des individus de I’étude.

Le desméthyltriméthoprime est détectable a TO chez trois chevaux (Nobel, Pitou et
Kepresh) a des concentrations trés faibles (entre 0,82 ng/mL et 1,73 ng/mL). Pour les autres
chevaux de I’étude, le desméthyltriméthoprime est détectable dans les urines dés la premiére
miction post-injection avec un pic de concentration atteint entre la premicre et la deuxieme
mictions (au plus tard 10h49 aprées 1’injection) avec des valeurs entre 192 000 a 681 000 ng/mL
(376 875 ng/mL en moyenne).

Le desméthyltriméthoprime n’est plus détectable apreés 768h chez un cheval, mais il est
détectable jusqu’a 1680h aprées injection deux chevaux.

De la méme maniére que pour le triméthoprime, on constate une discontinuité dans la
présence de desméthyltriméthoprime chez deux chevaux. En effet chez Phenix, le
desméthyltriméthoprime n’est plus détecté dans les urines entre 658h et 1344h puis sa présence
est de nouveau notée jusqu’au dernier prélévement a 1680h (70jours). De méme chez Quashmir,
alors que le desméthyltriméthoprime n’était plus détecté depuis le prélévement a 1008h, il est

ponctuellement dos¢ a 1512h.
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Chez Réve, on peut observer une 1égére augmentation a 888h (37 jours) qui peut étre mise en
corrélation avec la légére augmentation terminale en triméthoprime au méme prélévement
(888h).

Enfin chez Leridano, on retrouve une tendance observée pour la sulfadoxine avec deux

augmentations, respectivement a 696h et 888h.

Concentrations urinaires moyennes de la sulfadoxine, du triméthoprime et
du desméthyltriméthoprime aprés injection unique intraveineuse de Borgal
10000000 24% (40mg/mL Triméthoprime, 200mg/mL Sulfadoxine) a 0,07 mL/kg
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Graphique 23: Concentration plasmatique moyenne de la Sulfadoxine, du Triméthoprime et du
Desméthyltriméthoprime au cours du temps aprés une injection intraveineuse de Borgal 24% (40mg/mL

Triméthoprime, 200mg/mL Sulfadoxine) a 0,07 mL/kg

Le graphique ci-dessus récapitule 1’évolution des concentrations moyennes pour
chacune des molécules étudiées.

La sulfadoxine est détectée jusqu’a 56 jours dans les urines. Le triméthoprime est mis
en évidence jusqu’a 50 jours dans les urines contre 70 jours pour son métabolite le

desméthyltriméthoprime.
Les graphiques 24 a 31 illustrent 1’évolution de la concentration urinaire en sulfadoxine,

triméthoprime et desméthyltriméthoprime au cours du temps pour chacun des chevaux suite a

I’injection.
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Graphique 24: Concentration urinaire de la Sulfadoxine, du Triméthoprime et du Desméthyltriméthoprime au

cours du temps chez Nobel apres une injection intraveineuse de Borgal 24% (40mg/mL Triméthoprime,

200mg/mL Sulfadoxine) a 0,07 mL/kg
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Graphique 25: Concentration urinaire de la Sulfadoxine, du Triméthoprime et du Desméthyltriméthoprime au
cours du temps chez Reve apres une injection intraveineuse de Borgal 24% (40mg/mL Triméthoprime,

200mg/mL Sulfadoxine) a 0,07 mL/kg
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Graphique 26: Concentration urinaire de la Sulfadoxine, du Triméthoprime et du Desméthyltriméthoprime au

cours du temps chez Quashmir aprés une injection intraveineuse de Borgal 24% (40mg/mL Triméthoprime,
200mg/mL Sulfadoxine) a 0,07 mL/kg
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Graphique 27: Concentration urinaire de la Sulfadoxine, du Triméthoprime et du Desméthyltriméthoprime au

cours du temps chez Pitou apres une injection intraveineuse de Borgal 24% (40mg/mL Triméthoprime,

200mg/mL Sulfadoxine) a 0,07 mL/kg
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Graphique 28: Concentration urinaire de la Sulfadoxine, du Triméthoprime et du Desméthyltriméthoprime au

cours du temps chez Diedo apreés une injection intraveineuse de Borgal 24% (40mg/mL Triméthoprime,
200mg/mL Sulfadoxine) a 0,07 mL/kg
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Graphique 29: Concentration urinaire de la Sulfadoxine, du Triméthoprime et du Desméthyltriméthoprime au
cours du temps chez Phénix apreés une injection intraveineuse de Borgal 24% (40mg/mL Triméthoprime,

200mg/mL Sulfadoxine) a 0,07 mL/kg



1000000

100000

10000

1000

100

10

Concentration urinaire (ng/mL)

0,1

0,01
0 200

400

Kepresh

600

Temps (h)

800

——Sulfadoxine
——Triméthoprime

——Desméthyltriméthoprime

1000 1200

1400

Graphique 30: Concentration urinaire de la Sulfadoxine, du Triméthoprime et du Desméthyltriméthoprime au

cours du temps chez Kepresh apres une injection intraveineuse de Borgal 24% (40mg/mL Triméthoprime,

200mg/mL Sulfadoxine) a 0,07 mL/kg
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Graphique 31: Concentration urinaire de la Sulfadoxine, du Triméthoprime et du Desméthyltriméthoprime au

cours du temps chez Leridano apreés une injection intraveineuse de Borgal 24% (40mg/mL Triméthoprime,

200mg/mL Sulfadoxine) a 0,07 mL/kg
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3.3 Détermination des temps de détection

Le temps de détection dans le plasma (ou dans les urines) est I’intervalle de temps entre la
derniére administration de médicament et le moment ou la concentration plasmatique (ou
urinaire) du médicament devient inférieure a la « Harmonized Screening Limit » (HSL) ou

« limite de quantification » (LOQ) pour tous les chevaux de 1’étude.

Le tableau ci-dessous présente les temps de détection déterminés pour différentes limites
de quantification par lecture graphique. On remarque que pour une molécule donnée, le temps
de détection peut étre identique malgré les différences de LOQ. Cela peut s’expliquer par
I’espacement des prélévements ne permettant pas d’obtenir de maniere détaillée la cinétique

d’élimination de la molécule.

Tableau 7: Temps de détection de la sulfadoxine, du triméthoprime et du desmétyltriméthoprime dans le plasma

et l'urine par lecture graphique selon les limites de quantification (LOQ)

LOQ (ng/mL) 0,05 0,1 0,5

Sulfadoxine Plasma | DT (h) >360 >360 168
LOQ (ng/mL) 0,05 0,1 1

Urine DT (h) 1200 1200 984

LOQ (ng/mL) 0,01 0,025 0,05

L . Plasma | DT (h) 216 216 216

Triméthoprime

LOQ (ng/mL) 0,05 0,1 1

Urine DT (h) 1344 1344 984

LOQ (ng/mL) 0,01 0,025 0,05

Desméthylriméthoprime Plasma | DT (h) % 26 %6
LOQ (ng/mL) 0,05 0,1 1

Urine DT (h) >1680 >1680 1680

Dans le plasma, on constate que pour une LOQ de 0,05ng/mL, c’est la sulfadoxine qui
présente le temps de détection le plus long observé avec un temps supérieur a 360h, contre 216h
pour le triméthoprime et 96h pour le desméthyltriméthoprime. De plus pour des LOQ
identiques, les temps de détection du desméthyltriméthoprime sont 2,25 fois inférieurs a ceux

du triméthoprime.
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Cependant dans les urines, pour des LOQ identiques, c’est le desméthyltriméthoprime
qui possedent les temps de détection les plus longs avec une valeur de 1680h pour une LOQ de

Ing/mL contre 984h pour la sulfadoxine et le triméthoprime.

Les temps de détection ont ensuite été déterminés par calcul avec la méthode de Toutain

et Lassourd et I’équation 3 (Toutain, Lassourd 2002).

Les valeurs de pente d’élimination terminale (LambdaZ) et d’intercept de la sulfadoxine
et du triméthoprime nécessaires au calcul ont été obtenues lors de 1’analyse pharmacocinétique

réalisée avec le logiciel Pkanalix®. Elles sont listées dans les tableaux 8 et 9.

Tableau 8: Parameétres plasmatiques et urinaires déterminés par le logiciel Pkanalix ® pour la sulfadoxine et

nécessaires au calcul du temps de détection

Chevaux Sulfadoxine
Plasma Urine

Lambda Z Intercept Lambda Z Intercept

(hh) (ng/mL) (h) (ng/mL)

Nobel 0,0108 1,7406 0,0031 32,9762
Reve 0,0108 1,2405 0,0079 825,0875

Quashmir 0,0089 2,0258 0,0044 17,9970

Pitou 0,0095 1,5769 0,0043 29,0202
Diedo 0,0101 3,7446 0,0056 319,4479

Phenix 0,0059 1,2490 0,0036 63,5477
Kepresh 0,0066 0,5958 0,0104 5128,6138

Leridano 0,0099 3,0775 0,0033 43,9440

Pour la sulfadoxine dans le plasma, LambdaZ est compris entre 0.0060h! et 0.0108h"!
et Iintercept entre 0,60 ng/mL et 3,75 ng/mL. LamdbaZ est compris entre 0,0031h™! et
0,0104h! et I’intercept est compris entre 18,00 ng/mL et 5128,61 ng/mL pour les valeurs

urinaires.
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Tableau 9: Parameétres plasmatiques et urinaires déterminés par le logiciel Pkanalix ® pour le triméthoprime et

nécessaires au calcul des temps de détection

Chevaux Triméthoprime
Plasma Urine

Lambda Z Intercept Lambda Z Intercept
(h'h (ng/mL) (h'h (ng/mL)
Nobel 0,0069 0,0143 0,0024 69,4384
Reve 0,0155 0,5872 0,0049 741,8225
Quashmir 0,0118 0,0837 0,0026 16,7456

Pitou 0,0243 1,2439 0,0014 5,1749
Diedo 0,0140 0,0103 0,0063 20,2628
Phenix 0,0371 1,2726 0,0076 22,8718
Kepresh 0,0296 0,4660 0,0033 31,7395
Leridano 0,0095 0,0245 0,0016 22,8665

Pour le triméthoprime dans le plasma, LambdaZ est compris entre 0,0069 h-1 et
0,0371h! et I’intercept entre 0,01ng/mL et 1,27ng/mL. Dans les urines, LambdaZ est compris
entre 0,0014h! et 0,0076h! et Log(intercept) est compris entre 5,18ng/mL et 741ng/mL.

Tableau 10: Parameétres plasmatiques et urinaires déterminés par le logiciel Pkanalix® pour le

desméthyltriméthoprime et nécessaires au calcul des temps de détection

Chevaux Desméthyltriméthoprime
Plasma Urine
Lambda Z Intercept Lambda Z Intercept
(h'h (ng/mL) (h'h (ng/mL)

Nobel 0,1094 1953,4397 0,0024 466,3371
Reve 0,0104 0,0310 0,0008 6,5751
Quashmir 0,0362 0,2021 0,0052 3790,5305
Pitou 0,1404 3005,3842 0,0052 903,4414
Diedo 0,0438 0,1013 0,0077 2271,4334
Phenix 0,0534 0,4977 0,0059 832,9137
Kepresh 0,0574 0,4020 0,0064 9136,9237
Leridano 0,0853 4,2815 0,0051 9283,2490

Ainsi en appliquant la méthode de Toutain et Lassourd avec les paramétres déterminés ci-
dessus, on obtient les temps de détection calculés pour chacun des chevaux de I’étude dans le

plasma et 1’urine et pour les deux molécules étudiées.
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Tableau 11: Temps de détection observés et calculés de la sulfadoxine dans le plasma pour les différentes limites

de quantification chez les 8 chevaux de |’étude

Temps de détection Sulfadoxine

LOQ = 0,05 LOQ =0,1 LOQ =0,5
Chevaux Observé Calculé Observé Calculé Observé Calculé
Nobel 312 300,78 264 236,36 120 86,79
Reve 264 285,52 264 221,46 120 72,71
Quashmir >360 369,31 312 291,79 168 111,80
Pitou 360 337,73 264 264,42 168 94,22
Diedo 360 353,38 312 284,75 120 125,40
Phenix >360 523,76 >360 406,36 168 133,76
Kepresh >264 421,16 >264 315,81 120 71,17
Leridano >264 352,52 >264 282,38 168 119,53

Tableau 12: Temps de détection observés et calculés de la sulfadoxine dans ['urine pour les différentes limites de

quantification chez les 8 chevaux de [’étude

Temps de détection Sulfadoxine Urine (h)
LOQ = 0,05 LOQ=0,1 LOQ=1
Chevaux Observé Calculé Observé Calculé Observé Calculé
Nobel 1176 1437,10 1176 1216,42 768 483,35
Reve 648 752,48 648 064,26 456 371,20
Quashmir 768 972,98 768 814,32 360 287,30
Pitou 888 1044,37 888 882,01 312 342,63
Diedo 768 977,80 768 854,58 552 445,23
Phenix 1176 1318,36 1176 1127,94 552 495,36
Kepresh 600 644,16 600 577,58 432 356,39
Leridano 1200 1394,66 1200 1186,26 984 493,96
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Tableau 13: Temps de détection observes et calculés du triméthoprime dans le plasma pour les différentes limites

de quantification chez les 8 chevaux de l'étude

Temps de détection Plasma Triméthoprime
LOQ = 0,01 LOQ = 0,025 LOQ = 0,05
Chevaux Observé Calculé Observé Calculé Observé Calculé
Nobel 216,00 | 398,83 216 256,01 216 lsia
Reve 216,00 | 281,83 216 222,79 216 178,13
Quashmir | 216,00 | 297,97 216 220,58 216 162,04
Pitou 168,00 193,65 168 155,90 168 127,34
Diedo 120,00 187,17 120 121,63 72 72,05
Phenix 96,00 127,02 96 102,31 96 83,61
Kepresh 168,00 144,28 168 113,35 120 89,94
Leridano 216,00 | 315,70 216 2 216 PSR

Tableau 14: Temps de détection observés et calculés du triméthoprime dans [ 'urine pour les différentes limites de

quantification chez les 8 chevaux de l'étude

Temps de détection Triméthoprime Urine (h)

LOQ = 0,05 LOQ = 0,1 LOQ =1

Chevaux Observé Calculé Observé Calculé Observé Calculé
Nobel 1344,00 | 1993,95 1344 1708,24 768 759,11
Reve 888,00 | 1191,56 888 1050,76 888 583,04
Quashmir | 117600 | 1641,88 1176 1372,17 768 476,23
Pitou 1176,00 | 2703,81 1176 2198,60 456 520,34
Diedo 1176,00 | 681,20 1176 571,45 216 206,89
Phenix 456,00 570,18 456 479,43 168 177,97
Kepresh >1200 1378,70 | >1200 1166,21 432 460,33
Leridano >1200 | 272013 | >1200 | 2287,19 o84 AT
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Tableau 15: Temps de détection observés et calculés du desméthyltriméthoprime dans le plasma pour les

différentes limites de quantification chez les 8 chevaux de l'étude

Temps de détection Plasma Desméthyltriméthoprime
LOQ =0,01 LOQ = 0,025 LOQ =0,05
Chevaux Observé Calculé Observé Calculé Observé Calculé
Nobel 96 72,18 96 63,80 96 57,46
Reve 96 298,67 96 210,31 96 143,47
Quashmir 96 107,97 96 82,67 48 63,53
Pitou 72 57,57 72 51,05 72 46,11
Diedo 72 82,36 72 61,46 48 45,65
Phenix 48 80,55 48 63,39 48 50,42
Kepresh 72 73,37 72 57,40 48 45,32
Leridano 72 61,38 72 S 48 291

Tableau 16: Temps de détection observes et calculés du desméthyltriméthoprime dans [ 'urine pour les différentes

limites de quantification chez les 8 chevaux de l'étude

Temps de détection Desméthyltriméthoprime Urine (h)
LOQ = 0,05 LOQ=0,1 LOQ=1
Chevaux Observé Calculé Observé Calculé Observé Calculé
Nobel >1680 | 239006 | >1680 | 209759 1176 LA
Reve >1680 4999,52 >1680 4090,83 1344 1072,23
Quashmir 1512 1274,11 1512 1139,78 648 693,55
Pitou 888 1137,98 888 1005,45 648 565,18
Diedo 768 827,20 768 736,93 456 437,08
Phenix >1680 1006,35 >1680 888,45 1680 496,79
Kepresh 792 1084,08 792 976,06 696 617,24
Leridano 1200 | 136914 | 1200 | 1232.85 o84 780,12
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Afin de limiter les faux négatifs lors d’un contréle des médications, le temps de

détection officiel choisi serait au minimum le plus long pour les chevaux de notre étude.

Ainsi, pour la sulfadoxine, en prenant 0,05 ng/mL comme valeur pour la LOQ, le temps
de détection observé dans le plasma est supérieur a 360h (de 264h a plus de 360h) soit plus de
15 jours sur les 8 chevaux de I’étude, et le temps de détection calculé est de 524h (de 286h
a 524h) soit environ 22 jours. Pour les quatre chevaux présentant un temps de détection défini
pour une LOQ de 0,05 ng/mL (Nobel, Reve, Pitou et Diedo), 1’écart moyen entre le temps de
détection observé et le temps de détection calculé est de 15h (avec des valeurs d’écart comprises
entre 6,6h et 22,3h).

Dans les urines, pour une LOQ de 1 ng/mL, le temps de détection observé de la
sulfadoxine pour les chevaux de 1’étude est de 984h (de 312h a 984h) soit 41 jours, contre 495h
(entre 287h a 495h) pour le temps de détection calculé, soit environ 20,5 jours. L’écart moyen
entre le temps de détection observé et le temps de détection calculé est de 150h (avec des écarts

allant de 31 a 490h).

Dans le plasma pour une LOQ de 0,05 ng/mL, le triméthoprime présente un temps de
détection observé de 216h (de 72 a 216h) soit 9 jours et un temps de détection calculé de 178h
(72h a 178h) soit environ 7,5 jours. L’écart entre le temps de détection observé et le temps de
détection calculés évoluent entre 0,05h et 70h selon les chevaux avec une valeur d’écart moyen
de 37h.

Dans les urines pour une LOQ de Ing/mL, son temps de détection observé est de 984h
(de 168 a 984h) soit 41 jours et son temps de détection calculé est de 849h (entre 178 et 849h)
soit 35 jours environ. L’écart moyen entre les temps de détection observé et calculé est de 107h

(de 9 a 305h d’écart selon les chevaux).

Le desméthyltriméthoprime, pour une LOQ de 0,05 ng/mL, présente un temps de
détection observé dans le plasma de 96h (48h a 96h) soit 4 jours, contre 143h (entre 42,5h et
143h) pour son temps de détection calculé, soit environ 6 jours, avec un écart moyen entre les
deux temps de 17,5h (de 2h a 47,5h selon les chevaux).

Pour une LOQ de Ing/mL dans les urines, le temps détection observé pour le
desméthyltriméthoprime est de 1680h (entre 456 et 1680) soit 70 jours, tandis que le temps de
détection calculé est de 1126h (entre 437h et 1126h) soit environ 47 jours. Si on exclut Phenix,

chez qui on observe un rebond de la concentration urinaire en desméthyltriméthoprime sur les
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trois derniers prélevements, 1I’écart moyen entre les temps de détection observé et calculé est de

107h (de 19 a 272h d’écart selon les chevaux).

Nous pouvons constater que les écarts entre les temps de détection observés et les temps
de détection calculés sont plus importants pour 1’urine que pour le plasma, ce qui peut
s’expliquer par les prélévements plus espacés pour les urines en fin d’élimination par rapport

aux prélévement sanguins et aussi par la variabilité induite par la dilution de 'urine.

3.4 Détermination des temps de retrait

Le temps de retrait d’une substance est le temps nécessaire pour que la concentration
plasmatique ou urinaire de celle-ci deviennent inférieure a une concentration définie comme
sans effet. Comme nous 1’avons vu précédemment (2.6.3 Détermination du temps de retrait),
cette concentration maximale autorisée pour une substance a effet systémique peut étre
déterminée via la méthode Toutain-Lassourd et correspond a I'IPC (lrrelevant Plasma
Concentration) (ou IUC: irrelevant Urinary concentration), c’est-a-dire la plus petite
concentration qui pourrait avoir un effet.

Puisque la sulfadoxine et le triméthoprime, nous avons cherché la plus petite concentrations qui
pourrait avoir un effet sur les bactéries. D’aprées EUCAST, la valeur la plus faible de CMI pour
le sulfaméthoxazole, qu’on considérera équivalent a la sulfadoxine est de 0.5 pg/mL et pour le

triméthoprime de 0.002 pg/mL.

Tableau 17: Résultats des parametres calculés: EPC, IPC de la sulfadoxine dans le plasma pour chacun des

chevaux de l'étude

Parametre Clairance plasmatique EPC IPC

(mL/24h) (ng/mL) (ng/mL)

Formule Cl(mL/h) x 24h Dose/Cl EPC/500
Nobel 452004,06 15040,35 30,08
Reve 471604,88 15691,86 31,38
Quashmir 258445,89 20897,45 41,79
Pitou 404145,02 16826,19 33,65
Diedo 424918,27 16473,80 32,95
Phenix 304637,08 21657,64 43,32
Kepresh 457907,52 16375,36 32,75
Leridano 376745,31 16983,36 33,97
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Si on compare les IPC obtenues dans le tableau 17 aux valeurs des intercept dans le sang
pour la sulfadoxine (tableau 8), on remarque qu’elles sont trés supérieures aux intercepts. En
effet, I'IPC moyenne est de 34,99 ng/mL contre 1,91ng/mL pour la valeur moyenne de
I’intercept. Ainsi I’équation 8 (paragraphe 2.6.3 détermination du temps de retrait) issue de la
méthode Toutain-Lassourd n’est pas applicable.

Ainsi nous avons choisi d’exclure toutes les concentrations inférieures strictement a
Ing/mL pour déterminer les pentes d’élimination et temps de demi-vies (HL*) autour des
valeurs d’IPC. Cette méthode a été appliquée pour toutes les molécules dans le plasma et dans

les urines.

Le tableau 18 récapitule les parameétres nécessaires aux calculs des IPC et des temps de
retrait de la sulfadoxine, tandis que le tableau 19 présente les valeurs de ces deux parametres

calculés pour chacun des chevaux.

Tableau 18: Parameétres nécessaires aux calculs des EPC, IPC et temps de retrait de la sulfadoxine, pour chacun
des chevaux de I'étude. (Cl :Clairance, HL : temps de demi vie) (*parameétres calculés apres suppression des

concentrations en sulfadoxine <1ng/mL; **La dose de sulfadoxine correspond a une dose pour 24h)

Chevaux Dose (mg)** Cl HL* Intercept®
plasmatique (h) (mg/mL)
(ml/h)
Nobel 6798,3 18833,50 4,67 70323,42
Reve 7400,36 19650,20 4,70 85644,60
Quashmir 5400,86 10768,58 6,46 87176.61
Pitou 6800,22 16839,38 5,20 83195,53
Diedo 7000,02 1770493 3,04 91516,63
Phenix 6597,72 12693,21 6,46 86936,07
Kepresh 74984 19079,48 3,04 91012,28
Leridano 6398.4 15697,72 3,20 93196,59
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Tableau 19: Résultats des parameétres calculés: EPC, IPC et WT de la sulfadoxine dans le plasma pour chacun

des chevaux de l'étude

Parametre Clairance EPC IPC WT (h) avec  WT (h) avec
plasmatique  (ng/mL) (ng/mL) EPC calculé EPC
(mL/24h) théorique
Formule Cl(mL/h) x Dose/Cl  EPC/500 1,44xHLxlog(intercept/IPC)
24h
Nobel 452004,06 15040,35 30,08 50,09 73,00
Reve 471604,88 15691,86 31,38 50,67 74,00
Quashmir 258445,89  20897,45 41,79 67,06 101,80
Pitou 404145,02 16826,19 33,65 55,49 81,85
Diedo 424918,27 16473,80 32,95 54,15 79,50
Phenix 304637,08  21657,64 43,32 66,73 101,81
Kepresh 457907,52 16375,36 32,75 54,22 79,55
Leridano 376745,31 16983,36 33,97 55,78 82,20

L’EPC (Effective Plasma Concentration) de la sulfadoxine est calculée a partir de la
dose administrée pour chacun des chevaux et de la Clairance plasmatique que nous avons pu
déterminés via le logiciel utilisé (Pkanalix®). Sa valeur moyenne pour les chevaux de I’étude
est de 17493,25 ng/mL (soit 17,49 pg/mL). La plus petite CMI du sulfaméthoxazole seul
d’aprés la base de données utilisée (EUCAST database) est la CMI d’une souche de
Streptococcus agalactiae et vaut 0,5 pg/mL. Ainsi ’EPC calculée est environ 35 fois inférieure
a I’EPC théorique.

Apres application du facteur de sécurité (SF) d’une valeur de 500, nous obtenons I’IPC
pour chacun des chevaux. La valeur moyenne de I’IPC déterminée a partir de I’EPC calculée
est de 34,99ng/mL. L’IPC calculée a partir de ’EPC théorique est de 1 ng/mL.

De la méme manicre que pour les temps de détection, le temps de retrait conservé est le
plus long de maniére a inclure un maximum de chevaux. Ainsi le temps de retrait pour la
sulfadoxine est de 67h avec ’EPC calculé contre 102h (environ 4jours) avec I’EPC théorique.

C’est donc la valeur issu I’EPC théorique qui serait retenue.
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Le tableau 20 récapitule les parameétres nécessaires aux calculs des IPC et des temps de retrait

du triméthoprime. Le tableau 21, quant a lui, présente les valeurs de ces deux paramétres

calculés pour chacun des chevaux.

Tableau 20: Paramétres nécessaires aux calculs des EPC, IPC et temps de retrait de la triméthoprime, pour

chacun des chevaux de [’étude (*parametres calculés apres suppression des concentrations en triméthoprime

<Ing/mL ; ** La dose de triméthoprime correspond a une dose pour 24h)

Chevaux Dose (mg)** Cl HL * Intercept®
plasmatique (h) (mg/mL)
(mL/h)
Nobel 1361,70 504280,79 1,66 7,23
Reve 1478,96 295778,81 3,53 2,56
Quashmir 1078,58 260133,06 3,73 1,14
Pitou 1362,10 263194,58 3,47 7,68
Diedo 1398,96 502045,30 1,81 5,61
Phenix 1318,56 424153,82 2,64 2,01
Kepresh 1500,80 599107,73 2,28 0,94
Leridano 1281,60 399950,49 1,86 9,62

Tableau 21: Resultats des parameétres calculés: EPC, IPC et WT du triméthoprime dans le plasma pour chacun

des chevaux de l'étude

Parametre  Clairance EPC IPC WT (h) avec WT (h) avec
plasmatique  (ng/mlL) (ng/mL)  EPC calculé  EPC théorique
(mL/24h)

Obtention  Cl(mL/h)x24h Dose/cl EPC/500 1,44xHLxlog(intercept/IPC)
Nobel | 1210273891 112,51 0,23 19,98 29,62
Reve | 7098691,53 208,34 0,42 37,03 60,65
Quashmir | 6243193,52 172,76 0,35 38,20 62,12
Pitou | 6316669,92 215,64 0,43 38,64 62,05
Diedo | 12049087,18 116,11 0,23 21,40 31,99
Phenix | 10179691,79 129,53 0,26 29,12 44,99
Kepresh | 14378585,46 104,38 0,21 24,77 37,76
Leridano | 9598811,73 133,52 0,27 22,23 33,47
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La détermination de L’EPC et de I’IPC du triméthoprime suit le méme procédé que pour
la sulfadoxine.

L’EPC moyenne pour les chevaux de I’étude a ainsi été déterminé a 149,10ng/mL (soit
0,149 pg/mL). La plus petite CMI du triméthoprime seul d’apres la base de données utilisée
(EUCAST database) est celle d’une souche de Haemophilus influenzae : 0,002 pg/mL. I’EPC
calculée est donc du méme ordre de grandeur que I’EPC théorique.

L’IPC moyenne déterminée a partir de I’application de SF a I’EPC calculée est de 0,30
ng/mL contre 0,004 ng/mL pour I’EPC théorique.

Ainsi le temps de retrait pour le triméthoprime est de 38,6h avec ’EPC calculé contre

62,1h avec I’EPC théorique. C’est donc la valeur issu I’EPC théorique qui serait retenue.

3.5 Evolution du ratio triméthoprime/sulfadoxine

Le triméthoprime et les sulfamides se potentialisent car ils agissent sur deux étapes
successives du métabolisme des folates. Leur association est donc synergique. Or cette synergie
évolue en fonction du ratio des deux agents antibactériens. In vitro, on peut observer une
synergie pour des ratios TMP/SDX de 1/1 a 1/40, cependant le ratio optimal in vitro qui assure

la plus grande synergie est de 1/19 (Foltzer, Reese 1987).

La solution injectable administrée aux chevaux de I’é¢tude est le Borgal 24% ND. Elle
contient du triméthoprime a 40 mg/mL et de la sulfadoxine a 200 mg/mL. Ainsi le ratio
triméthoprime/sulfadoxine dans la solution est de 1/5, soit 0,2. Comme évoqué dans le
paragraphe 1.5 (Utilisation clinique), les spécialités de médecine humaine administrables par
voie orale, associant triméthoprime et sulfamides, sont congues avec un ratio de dose
triméthoprime/sulfamide égale a 1/5 afin d’obtenir un rapport de 1/19 dans la circulation
sanguine.

En médecine vétérinaire, toutes les spécialités sont congues avec un ratio de dose de 1/5
entre le triméthoprime et le sulfamide, quel que soit la voie d’administration. Or on pourrait
s’attendre a ce que le ratio ne soit pas le méme entre une spécialité per os et une spécialité
injectable ou pour différents sulfamides avec des propriétés pharmacocinétiques trés

différentes.
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Etant données les différences de vitesse d’élimination mises en évidence précédemment,
nous nous sommes donc intéressés a 1’évolution du ratio TMP/SDX aprés injection, dans le

plasma et dans les urines.

3.5.1 Evolution du ratio triméthoprime/sulfadoxine dans le plasma aprés une

injection unique

Les graphiques ci-dessous représentent 1’évolution du ratio triméthoprime /sulfadoxine
individuel (graphique 32) et moyen (graphique 33) dans le plasma au cours du temps par rapport

ratio assurant une synergie in vitro.

Evolution des ratios triméthoprime/sulfadoxine individuels dans le plasma
au cours du temps aprés une injection unique de Borgal® 24% (200mg/mL
sulfadoxine, 40mg/mL triméthoprime) a 0,07mL/kg

0,1

0,001

Ration Triméthoprime/Sulfadoxine

0,0001
0 50 100 150 200
Temps (h)
—e—Nobel —e—Reve Quashmir —e—Pitou
——Diedo —e—Phenix —e—Kepresh —e—Leridano
——Ration 1/19 — - Ratio 1/1 - — Ratio 1/39

Graphique 32: Evolution du ratio TMP/SDX individuel dans le plasma au cours du temps apres une
injection unique intraveineuse de Borgal® 24% (200mg/mL sulfadoxine, 40mg/mL triméthoprime) a
0,07mL/kg
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Evolution du ratio triméthoprime/sulfadoxine moyen dans le plasma au
cours du temps apreés une injection unique de Borgal® 24% (200mg/mL
sulfadoxine, 40mg/mL triméthoprime) a 0,07mL/kg

1,00000 Fem= ¢ ¢ ot o m— e m— e m— e — e — e — — o —

0,10000

0,01000

0,00100

Ratio Triméthoprime/Sulfadoxine

0,00010
0 20 40 60 80 100

Temps (h)
—e—ratio moyen =—Ratio 1/19 = =Ratio1/39 —Ratio 1/1

Graphique 33: Evolution du Ratio TMP/SDX moyen dans le plasma au cours du temps, aprés une injection

unique de Borgal® 24% (200mg/mL sulfadoxine, 40mg/mL triméthoprime) a 0,07mL/kg

Les 8 chevaux de I’étude atteignent un ratio proche de 1/19 au premier prélévement
(avec des valeurs entre 0,02 et 0,04) mais le ratio diminue rapidement en dessous du ratio
1/39, sur un intervalle de 15 min a 2h aprés I’injection selon 1’individu. Ainsi on constate que
le ratio qui assure une synergie maximale est atteint moins de 5 minutes dans les 24 premiéres
heures apres I’injection et le ratio TMP/SDX reste synergique en moyenne 15 minutes aprés

I’injection.

Le ratio réaugmente a partir du 4° prélévement (24h apres 1’injection) et revient dans
I’intervalle favorable a la synergie a 48h et 96h pour 7 chevaux. Or, 48h apres 1’injection, les
concentrations de la sulfadoxine et du triméthoprime sont relativement faibles (118ng/mL en
moyenne a 48h post-injection pour la sulfadoxine et 0,26ng/mL en moyenne a 48h post-

injection pour le triméthoprime).
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3.5.2 Evolution du ratio triméthoprime/sulfadoxine dans les urines apreés une

injection unique

Les graphiques ci-dessous représentent les ratio triméthoprime/sulfadoxine individuel
(graphique 34) et moyen (graphique 35) dans les urines au cours du temps par rapport au ratio

assurant une synergie in vitro.

Evolution du Ratio TMP/SDX individuel dans les urines au cours du
temps, aprés une injection unique intraveineuse de Borgal® 24%
(200mg/mL sulfadoxine, 40mg/mL triméthoprime) a 0,07mL/kg

Ratio TMP/SDX

0 200 400 600 800 1000 1200
Temps (h)
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——Kepresh ——Leridano —e—Ratio 1/20 === Ratio 1/1 = =Ratio 1/40

Graphique 34: Evolution du Ratio TMP/SDX individuel dans les urines au cours du temps, aprés une injection

unique intraveineuse de Borgal® 24% (200mg/mL sulfadoxine, 40mg/mL triméthoprime) a 0,07mL/kg
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Evolution du Ratio TMP/SDX moyen dans les urines au cours du temps, aprés
une injection unique intraveineuse de Borgal® 24% (200mg/mL sulfadoxine,
40mg/mL triméthoprime) a 0,07mL/kg
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Graphique 35: Evolution du Ratio TMP/SDX moyen dans les urines au cours du temps, aprés une injection

unique intraveineuse de Borgal® 24% (200mg/mL sulfadoxine, 40mg/mL triméthoprime) a 0,07mL/kg

Le ratio TMP/SDX est proche du ratio optimal de 1/19 (entre 0,038 et 0,067) lors du
premier prélévement, soit 4h aprés 1’injection et le reste jusqu’a 8h apres 1’injection pour I'un
des chevaux de I’étude. On constate ensuite une diminution du ratio TMP/SDX, avec des
valeurs qui deviennent inférieures a 0,026 (1/39) entre 12 et 24h aprés I’injection selon les
chevaux.

On observe la méme tendance que dans le plasma : le ratio réaugmente a partir du 4¢
prélévement (24h apres ’injection) et se situe a nouveau dans I’intervalle synergique entre 48h
et 96h apres I’injection (entre 48h et 72h en moyenne). Le ratio optimal est de nouveau atteint

lui aussi entre 48 et 96h (en moyenne entre 72 et 96h).

Les concentrations de la sulfadoxine et du triméthoprime a 48h post-injection sont
respectivement de 13 663 ng/mL et 38 ng/mL, elles sont plus élevées que dans le sang mais
restent a comparer avec les CMI des bactéries impliquées dans les infections de ’appareil

urinaire.
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3.6 Evolution des concentrations du triméthoprime et de la sulfadoxine par

rapport aux CMI des principales bactéries impliquées dans les

infections chez le cheval

Il y a une prise de conscience ces derniéres années sur l’utilisation des antibiotiques,
notamment avec 1’augmentation des résistances aux antibiotiques et I’émergence de bactéries
multi-résistantes. Ainsi il est primordial d’utiliser un antibiotique au spectre adapté a I’infection
a traiter et que la dose soit efficace.

L’association Triméthoprime-Sulfadoxine est temps-dépendante, autrement dit 1’efficacité
antimicrobienne de 1’association dépend du temps pendant lequel la concentration de
I’association d’antibiotiques est au moins supérieure a la concentration minimale inhibitrice

(CMI) sur le site de I’infection.

L’association triméthoprime/sulfamide est indiquée dans le traitement d’infections des
tissus cutanés, de I’appareil respiratoire, de I’appareil reproducteur mais aussi dans le traitement
de certaines infections des liquides biologiques (urines, liquide cérébro-spinal). 11 est difficile
de mesurer la concentration tissulaire en médicament (les méthodes utilisées ne prennent pas
en compte qu’un tissu est composé de plusieurs compartiments : extracellulaire, interstitiel),
c’est pourquoi dans cette étude nous utilisons les valeurs plasmatiques pour estimer les
concentrations tissulaires en antibiotiques (Mouton et al. 2007). Pour estimer 1’efficacité des
antibiotiques étudiés lors d’infection de I’appareil urinaire, nous avons étudié leur concentration

urinaire par rapport aux CMI des bactéries rencontrées lors de ces infections.

Les modélisations pharmacocinétiques et pharmacodynamiques sont les premicres
étapes d’une approche semi-mécanistique pour optimiser les dosages des antibiotiques a action
systémique (Toutain et al. 2021). Un indice utilisé pour les antibiotiques temps dépendants est
fT>CM]I, il correspond au temps pendant lequel la concentration en antibiotique libre (c’est-a-

dire non lié aux protéines plasmatiques) reste supérieure a sa CMI.

Nous nous sommes donc intéressés a cet indice afin d’étudier I’efficacité de
I’association triméthoprime/sulfadoxine contre les principales bactéries impliquées dans les
infections chez le cheval (bactéries répertoriées dans le tableau 3), et dont la CMI pour les

antibiotiques étudiés est connue.
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Les CMI utilisées dans notre étude ont été calculées et correspondent aux CMlog
disponibles sur la base de données de EUCAST (European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing) (ESCMID Executive Office 2024). La détermination des CMI présentes
dans cette base de données suit un protocole standardisé pour une meilleur reproductibilité et
fiabilité des résultats (Toutain et al. 2017), c’est pourquoi nous avons utiliséces valeurs de CMI

dans notre étude.

Les CMI pour 1’association du triméthoprime avec un sulfamide sont mesurées pour un ratio
Triméthoprime/sulfaméthoxazole de 1/19. Cependant nous avons mis en évidence que ce ratio
n’est pas constant dans le temps et que 1’association ne serait synergique dans le sang que
pendant une durée de 15 minutes apres son administration jusqu’a 8h apres 1’injection, dans les
urines. Nous avons donc étudié I’évolution des concentrations en triméthoprime et sulfadoxine
seuls dans ces deux fluides par rapport a leur CMI respectives, afin de vérifier si, méme lorsque
le ratio n’est pas optimal, leurs concentrations plasmatiques et urinaires restent suffisantes pour

assurer une action antibactérienne efficace.

Il n’y a aucune CMI mesurée pour la sulfadoxine sur la base de données de EUCAST,
en revanche il existe des données pour le sulfaméthoxazole, autre sulfamide souvent utilisé¢ en
association avec le triméthoprime. La sulfadoxine et le sulfaméthoxazole étant deux
sulfamides de structure assez proche, nous avons utilisé les CMI du sulfaméthoxazole pour
estimer ’efficacité de 1’association triméthoprime-sulfadoxine sur les principales bactéries

impliquées dans les infections chez le cheval.

3.6.1 Evolution de la concentration plasmatique de la sulfadoxine seule, par

rapport aux CMI des principales bactéries impliquées dans les infections

chez les chevaux

Le graphique ci-dessous représente 1’évolution de la concentration plasmatique en
sulfadoxine au cours du temps par rapport aux CMlIoo des principales bactéries impliquées dans
les infections chez le cheval (cf tableau 3) et dont les CMlIo étaient disponibles sur la base de

données de EUCAST.
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Evolution de la concentration plasmatique moyenne en sulfadoxine aprés
une injection unique de Borgal® 24% (240mg/mL Sulfaxodine, 40mg/mL
Triméthoprime) a 0,07mL/kg, par rapport aux CMI90
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Graphique 36.: Evolution de la concentration plasmatique moyenne en sulfadoxine aprés une injection

unique de Borgal® 24% (240mg/mL Sulfaxodine, 40mg/mL Triméthoprime) a 0,07mL/kg, par rapport

aux CMI190 des principales bactéries impliquées dans les infections chez le

Tableau 22: Détermination des fT>CMI pour la Sulfadoxine dans le plasma

Sulfadoxine
CMly
(ug/mL) tmin > CMI (h) | tmax > CMI (h) | fT >CMI (h)
Escherichia coli 512 - - 0
Klebsiella pneumoniae 128 - - 0
Staphylococcus aureus 32 0,08 2 1,92

On constate que la concentration plasmatique moyenne en sulfadoxine est bien

inférieure a la CMI pour Escherichia coli. En effet, la concentration plasmatique moyenne

maximale en sulfadoxine est de 83 587,5 ng/mL contre 512 000 ng/mL pour la CMI90 de

Escherichia coli. D’autre part, elle ne reste que moins de 5 minutes au-dessus de la CMI de
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Klebsiella pneumoniae. En revanche, la concentration plasmatique moyenne en sulfadoxine

reste supérieure a la CMI pour Staphylococcus aureus environ 2h apres 1’injection.

3.6.2 Evolution de la concentration plasmatique du triméthoprime seul, par

rapport aux CMI des principales bactéries impliquées dans les infections

chez les chevaux

Le graphique ci-dessous représente 1’évolution de la concentration plasmatique en
triméthoprime au cours du temps par rapport aux CMloo des principales bactéries impliquées
dans les infections chez le cheval (cf tableau 3) et dont les CMlIoo étaient disponibles sur la base

de données de EUCAST.

Evolution de la concentration plasmatique moyenne en triméthoprime aprés
une injection unique de Borgal® 24% (240mg/mL Sulfaxodine, 40mg/mL

Triméthoprime) a 0,07mL/kg, par rapport aux CMI90
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Graphique 37: Evolution de la concentration plasmatique moyenne en triméthoprime apres une injection
unique de Borgal® 24% (240mg/mL Sulfaxodine, 40mg/mL Triméthoprime) a 0,07mL/kg, par rapport aux

CMI90 des principales bactéries impliquées dans les infections chez le cheval
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Tableau 23: Détermination des fT>CMI pour le Triméthoprime dans le plasma

Triméthoprime

CMilyo

(ug/mL) tmin > CMI (h) |tmax > CMI (h) |At>CMI (h)
Escherichia coli 32 - - 0
Klebsiella pneumoniae 16 - - 0
Proteus mirabilis 0,125 - - 0
Proteus vulagris 16 - - 0
Streptococcus pneumoniae 512 . . 0
Staphylococcus aureus 2 0,08 0,08 0
Pasteurella multocida 8 0,08 4 3,92

On constate que la concentration plasmatique moyenne en triméthoprime n’est jamais
supérieure a la CMI pour cinq des sept bactéries étudiées ici (Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Proteus mirabilis, Proteus vulgaris et Streptococcus pneumoniae). Elle est
supérieure a la CMI de Staphylococcus aureus uniquement au premier prélévement & 5 min
post injection. Cependant, elle reste supérieure a la CMI de Pasteurella jusqu’a 4h apres

I’injection.

11 faudrait pouvoir comparer la concentration plasmatique moyenne en sulfadoxine seul
et en triméthoprime seul a un plus grand nombre de CMI et notamment certaines bactéries
d’intérét chez le cheval comme Streptococcus equi equi et Streptococcus equi zooepidemicus.
afin de pouvoir conclure, cependant on remarque que sur cet échantillon de bactéries les
concentrations plasmatiques moyennes en sulfadoxine et en triméthoprime seuls ne semblent
pas suffisantes.

En effet, méme si les concentrations plasmatiques moyennes en sulfadoxine et en
triméthoprime seuls restent supérieures a certaines CMI, les fT restent courts (2h et 4h). Or, le
RCP (Résumé des caractéristiques du produit) de la formule utilisée préconise une injection par
jour aux posologies administrées dans notre étude (2,7mg/kg de triméthoprime et 13,4mg/kg
de sulfadoxine) pendant 5 jours.

Ainsi I’efficacité clinique de 1’association triméthoprime-sulfadoxine dépend de

I’intensité de la synergie entre ces deux molécules a des ratios différents de 1/19.
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3.6.3 Evolution de la concentration urinaire de I’association triméthoprime-

sulfadoxine, par rapport aux CMI des principales bactéries impliquées dans

les infections chez les chevaux

Les CMI des bactéries étant mesurée pour un ratio entre le triméthoprime et le
sulfaméthoxazole égale a 1/19, nous ne pouvons commenter 1’évolution des concentrations en
triméthoprime et sulfadoxine ensemble que lorsque ce ratio est observé entre ces derniers,
autrement dit uniquement 4h post injection.

Or, on peut observer que 4h aprés I’injection la concentration urinaire moyenne en
triméthoprime est de 20250 ng/mL et la concentration urinaire en sulfadoxine est de

316000ng/mL.

3.6.4 Evolution de la concentration urinaire de la sulfadoxine seule, par rapport

aux CMI des principales bactéries impliquées dans les infections chez les

chevaux

Le graphique ci-dessous représente I’évolution de la concentration urinaire en
sulfadoxine au cours du temps par rapport aux CMlIoo moyennes des principales bactéries
impliquées dans les infections chez le cheval (cf tableau 3) et dont les CMlIyo étaient

disponibles sur la base de données de EUCAST.
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Evolution de la concentration urinaire moyenne en sulfadoxine aprés une
injection unique de Borgal® 24% (240mg/mL Sulfaxodine, 40mg/mL
Triméthoprime) a 0,07mL/kg, par rapport aux CMI90
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Graphique 38: Evolution de la concentration urinaire moyenne en sulfadoxine aprés une injection unique

intraveineuse de Borgal® 24% (240mg/mL Sulfaxodine, 40mg/mL Tirméthoprime) a 0,07mL/kg par rapport aux

CMI des principales bactéries impliquées dans les infections chez le cheval

Tableau 24: Détermination des fT>CMI pour la Sulfadoxine dans les urines

Sulfadoxine
CMlyg Tmin > CMI | Tmax > CMI | fT >CMI (h)
(ng/mL) (h) (h)
Escherichia coli 128,808 8 8 0
Klebsiella pneumoniae 81,078 4 12 8
Staphylococcus aureus 22,829 4 24 20

A la différence du plasma, la concentration urinaire en sulfadoxine est supérieure a la
CMI de Klebsiella pneumoniae et Staphylococcus aureus étudiées au premier prélévement a 4h
aprés injection et le reste jusqu’a 12h et 24h respectivement. Cependant elle est supérieure a la
CMI d’Escherichia coli uniquement au prélévement a 8h post injection.

A partir de 8h apres I’injection, le ratio entre TMP et SDX n’assure plus une synergie
entre les deux antibiotiques. Ici on constate que la concentration en sulfadoxine aprés 12h n’est
plus efficace contre Escherichia coli et Klebsiella pneumoniae. Entre 12h et 24h la sulfadoxine

reste cependant efficace contre Staphylococcus aureus.
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3.6.5 Evolution de la concentration urinaire du triméthoprime seul, par

rapport aux CMI des principales bactéries impliguées dans les

infections chez les chevaux

Le graphique ci-dessous représente 1’évolution de la concentration urinaire en
triméthoprime au cours du temps par rapport aux CMI90 moyennes des principales bactéries
impliquées dans les infections chez le cheval (cf tableau 3) et dont les CMI90 étaient

disponibles sur la base de données de EUCAST.

Evolution de la concentration urinaire moyenne en triméthoprime apres
une injection unique de Borgal® 24% (240mg/mL Sulfaxodine, 40mg/mL

Triméthoprime) a 0,07mL/kg, par rapport aux CMI90
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Graphique 39: Evolution de la concentration urinaire moyenne en triméthoprime apres une injection unique
intraveineuse de Borgal® 24% (240mg/mL Sulfaxodine, 40mg/mL Tirméthoprime) a 0,07mL/kg par rapport

aux CMI des principales bactéries impliquées dans les infections chez le cheval
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Tableau 25: Détermination des fT>CMI pour le Triméthoprime dans les urines

Triméthoprime
CMlyo (pg/mL) | Tmin > CMI | Tmax > CMI | fT >CMI (h)

(h) (h)
Proteus vulagris 512 - - 0
Escherichia coli 32 - - 0
Klebsiella pneumoniae 16 4 8 4
Proteus mirabilis 16 4 8 4
Streptococcus pneumoniae 8 4 12 8
Staphylococcus aureus 2 4 12 8
Pasteurella multocida 0,125 4 24 20

On observe que la concentration du triméthoprime dans les urines ne dépasse jamais les
CMloo Proteus vulgaris et Escherichia coli.

Elle reste supérieure aux CMloo de Klebsiella pneumoniae et Proteus mirabilis de 4 a 8
aprés D’injection et de 4h a 12h apres D’injection pour Streptoccus penumoniae et
Staphylococcus aureus.

Pasteurella multocida est la seule bactérie pour laquelle la concentration en TMP reste
supérieure a la CMI de 4h a 24h aprés I’injection.

A partir de 12h apres I’injection, le ratio entre TMP et SDX n’assure plus une synergie
entre les deux antibiotiques. Le TMP seul n’est donc efficace que pour Pasteurella multocida

entre 12h et 24h apres ’injection.
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DISCUSSION

Les objectifs de cette étude étaient d’une part d’étudier la cinétique d’élimination du
triméthoprime et de la sulfadoxine apres une injection unique intraveineuse a 15 mg/kg afin de
déterminer des temps de détection ; et d’autre part d’étudier 1’évolution du ratio entre les deux

antibiotiques et leur concentration par rapport au CMI dans le but de discuter de leur efficacité.

Ainsi nous avons montré que le temps de détection du triméthoprime est de 216 h (9 jours)
pour une LOQ de 0,05 ng/mL dans le sang et de 984 h (41 jours) pour une LOQ de 1 ng/mL
dans ’urine. Pour la sulfadoxine, le temps de détection dans le plasma est d’au moins 524 h (22
jours) pour une LOQ de 0,05 ng/mL et dans I'urine il est de 984 h (41 jours) pour une LOQ de
1 ng/mL.

Le triméthoprime et les sulfamides étaient jusqu’alors exclus de la liste des substances

prohibées. Leur statut pourrait se voir changer notamment pour la EHSLC. La FEI en revanche

ne les consideérera pas comme substances contrélées en 2023 et 2024 (FEI 2022b; 2023).

1 Protocole

1.1 Les préléevements

L’étude pilote a mis en évidence que le triméthoprime était détecté dans les urines au
dernier prélevement a 1200 h (50 jours) post injection et le desméthyltriméthoprime jusqu’a
I’avant-dernier prélevement a 1080 h post-injection (45 jours). Le protocole de prélevement a
donc été adapté pour 1’étude principale avec des heures de prélévements adaptées afin

d’étudier la cinétique d’élimination jusqu’a 1680 h post-injection (70 jours).

Les prélevements urinaires lors de 1’étude ont été effectués par miction spontanée. Par
conséquent, il peut y avoir une différence entre I’heure de prélevement d’urine prévue dans le
cadre du protocole et I’heure réelle du prélévement. Ces écarts allaient de 0 a 9h dans notre
étude.

Pour un meilleur respect des temps de prélévements d’urine et donc une meilleure

exactitude de la cinétique d’élimination urinaire, la méthode optimale de récolte des
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¢échantillons aurait été via sonde urinaire posée le premier jour apres I’injection. Cependant,
pour cette opération, la tranquillisation est souvent nécessaire et aurait pu impacter nos résultats.
De plus, une sonde urinaire laissée a demeure est un facteur de risque important de cystite
bactérienne. D’autre part, des prélevements a la sonde présentent plus de risque pour le
manipulateur puisque la manipulation de la sonde peut étre inconfortable pour le cheval.

Finalement, on remarque que les écarts entre le temps prévu et le temps réel de prélévement ne

dépassaient pas 2 % du temps prévu apres les 48 h suivant I’injection.

En pratique, lors des contrdles antidopage sont réalisés en sortie d’épreuve, on préleve
les échantillons sur une miction unique d’urine. Les chevaux peuvent présenter alors un état
plus ou moins important de déshydratation li¢ a I’effort qu’ils ont fourni. Or 1’état d’hydratation
a un impact sur le débit de filtration glomérulaire et donc sur les concentrations de potentielles

substances présentes.

1.2 Les chevaux de ’étude

Nous avons souligné I’impact de I’activité physique, il est important de noter que
I’activité d’un cheval de loisir est bien moins intense que celle d’un cheval de course ou de
concours de haut niveau.

Ainsi les chevaux de I’étude ne sont en ce sens pas représentatifs de la future population
testée lors des contrdles. Cependant, les chevaux de loisir sont des chevaux qui sont
manipulés quotidiennement et souvent sélectionnés pour leur docilité et leur gentillesse a

I’égard de ’Homme. Ainsi ils assurent une certaine sécurité pour 1’étude.

Aussi, toujours dans un souci de sécurité du manipulateur, mais aussi de bien-étre
animal, 1’étude a été réalisée uniquement sur des chevaux hongres. Or en compétition, les
chevaux partants peuvent étre des entiers, des juments ou des hongres. A titre d’exemple,
parmi les cent premiers au classement France galop 40 % sont des juments, 36 % des étalons
et 20 % des chevaux hongres en 2023 (France Galop 2023b).

D’autre part, les hormones sexuelles semblent jouer un rdle dans le métabolisme et ainsi
avoir des conséquences sur I’intensité et la durée d’action de certaines molécules. Chez le rat,
une étude a mis en évidence une différence des effets pharmacologiques du pentobarbital et

d’autres agents anesthésiques d’induction de la narcose. L’action anabolique des hormones
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sexuelles males semble avoir un role dans I’augmentation des activités enzymatiques (Kato,
Chiesara, Frontino 1962). Ainsi, 1’étude étant menée sur des chevaux hongres, les temps de
détection et les paramétres pharmacocinétiques issues de 1’étude pourraient étre surestimés
pour les chevaux entiers. Cependant, cette surestimation n’est pas génante dans la
détermination des temps de détection puisqu’on cherche un temps pour lequel, parmi tous les

chevaux, aucun animal ne ressort positif.

Les chevaux de 1’étude avaient un age compris en 10 et 16 ans. Cette tranche d’age est
représentative des chevaux de sports de haut niveau. En effet, dans les sports de haut niveau,
un certain niveau d’expérience est nécessaire chez la monture afin de maitriser le niveau
technique demandé sur ces épreuves. En endurance dans les courses de niveau international,
I’age minimum requis pour les chevaux est de 8 ans (FFE 2023). En saut d’obstacle et en
dressage, la carriere des chevaux de treés haut niveau commence vers 8-9ans et voit souvent
son apogée entre 10 et 12 ans. En revanche dans les courses les chevaux sont bien plus jeunes.
En effet, les chevaux de courses peuvent concourir dés 1’dge de 2 ans et rarement apres 10 ans

(Institut francais du cheval et de 1’équitation 2019).

1.3 L’injection de I’antibiotique/suivi du protocole

Le protocole thérapeutique suivi dans notre étude est celui du RCP du produit utilisé. Ainsi,
les chevaux se sont vu administrer une dose de 13,4 mg/kg de sulfadoxine et 2,7 mg/kg de
triméthoprime en injection lente par voie intraveineuse. Cependant, nous n’avons réalisé qu’une
seule injection 1a ou le RCP préconise une injection de 15mg/kg par jour pendant 5 jours. Ainsi
avec une seule injection, nous avons réalisé un protocole incomplet par rapport a la RCP. Le
risque est d’avoir négligé une potentielle accumulation des molécules au cours du temps.

L’antibiorésistance est une menace mondiale grandissante, il est alors primordial d’adopter
une utilisation raisonnée des antibiotiques. La décision d’un traitement antibiotique doit étre
animée par ’évaluation du patient, de son état clinique et des bactéries ciblées (Wilson 2001).
La France a d’ailleurs mis en place plusieurs plans successifs (plan ECOANTIBIO 1 de 2012-
2016 et plan ECOANTIBIO 2 de 2017 a 2021) afin d’apporter un cadre a I’utilisation des
antibiotiques et elle poursuit ses actions avec le plan ECOANTIBIO 3 (2023-2028) qui s’étend
aux autres antimicrobiens et aux antiparasitaires (Ministére de 1’agriculture et de la souveraineté

alimentaire 2023). Pour limiter 1’exposition de la flore commensale aux antibiotiques et pour
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limiter la sélection de bactéries résistantes, nous avons restreint le protocole a une seule
administration par cheval.

Une alternative a ce protocole aurait été de mener les suivis de cinétique d’élimination chez
des chevaux malades qui nécessitaient un traitement par injection intraveineuse de
triméthoprime et sulfadoxine le temps préconisé. Cependant, cette solution souléve plusieurs
inconvénients. Cela implique soit de garder les chevaux hospitalisés au moins le temps des
prélévements sanguins puis de les ramener pour les jours de prélévement d’urine soit
d’impliquer d’autres manipulateurs pour les prélévements lorsque le cheval retourne sur son
site d’hébergement. Les maladies apporteraient des variations interindividuelles des le début de
I’étude compte tenu des symptomes présentés par chaque cheval. D’autre part, le traitement
d’une maladie ne se limite pas a 'utilisation d’un antibiotique seul, et donc il y aurait de
potentielles interactions médicamenteuses en plus.

Une autre solution pour notre étude aurait alors été de réaliser le protocole thérapeutique
complet sur des chevaux sains au départ. Cette méthode n’est toujours pas en adéquation avec

les principes de réduire I’impact des expérimentations sur les animaux inclus dans les études.

2 Cinétique d’élimination

2.1 Pharmacocinétique des molécules étudiées

Les parametres pharmacocinétiques déterminés avec les résultats de notre étude sont
cohérents avec les données disponibles dans la littérature pour le triméthoprime (Brown,

Gronwall, Castro 1988; Peck et al. 2002).

Lors de notre étude, nous avons pu confirmer que la sulfadoxine présente les
caractéristiques d’un sulfamide dit « longue action ».

Pour une injection de 12,5 mg/kg de sulfaméthoxazole, la clairance plasmatique
moyenne était de 87,6 mL/kg/h pour une étude réalisée sur 3 chevaux (Peck et al. 2002) et de
78,2 mL/kg/h pour une étude réalisée sur 6 juments (Brown, Gronwall, Castro 1988). Dans
notre étude ou nous avons injecté 13,4 mg/kg de sulfadoxine, la clairance plasmatique moyenne
de la sulfadoxine était de 32,3 mL/kg/h.

La sulfadoxine semble donc étre ¢éliminée du plasma moins rapidement que le

sulfaméthoxazole.
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Nous avons pu observer des discontinuités et des rebonds de la concentration urinaire
en sulfadoxine, triméthoprime et desméthyltriméthoprime lors de nos suivis.
Ces discontinuités de détection pourraient résulter de contamination par ingestion de substrat
de litiere souillée par des urines ou des selles d’un cheval traité avec une association
triméthoprime et sulfamide, ou souillée par le cheval de I’étude lui-méme. L’augmentation de
la concentration urinaire en sulfadoxine a 312 h post-injection pour Reve, ne semble pas en
faveur de cette hypothése, car on n’observe pas d’augmentation de la concentration plasmatique
en sulfadoxine en parallele de celle remarquée dans les urines. Cependant, pour les autres
discontinuités, les dosages sanguins ne permettent pas de I’exclure.
L’état d’hydratation des chevaux peut étre un facteur impliqué dans les rebonds de la
concentration en médicament dans les urines. Car comme nous 1’avons souligné précédemment,
’activité physique peut modifier la concentration urinaire en I’augmentant et par conséquent

augmenter artificiellement la concentration en xénobiotique dans les urines.

2.2 Le métabolisme du triméthoprime

Les concentrations plasmatiques maximales atteintes pour le desméthyltriméthoprime se
sont révélées variées selon le cheval avec des valeurs entre 28,6 ng/mL et 89,3 ng/mL. Si on
¢tudie le rapport entre la concentration plasmatique maximale en desméthyltriméthoprime et
celle en triméthoprime (Cmax DES/Cmax TMP) pour chaque cheval, on constate alors que
Cmax DES est entre 1 a 3 % de la valeur de Cmax TMP. On peut en déduire que soit que le
triméthoprime est trés peu métabolisé, ou soit que le desméthyltriméthoprime est tres
rapidement excrété. Or la tendance au niveau des concentrations urinaires pour ces deux
molécules s’inverse : la concentration maximale moyenne en desméthyltriméthoprime était
environ 18 fois supérieure a la concentration maximale moyenne en triméthoprime.

Ainsi ces observations suggerent que le triméthoprime subit un métabolisme important
pour se transformer en son métabolite, le desméthyltriméthoprime. La concentration plus élevée
du métabolite par rapport au médicament d’origine dans les urines suggere que le métabolisme
du triméthoprime est assez actif. En d’autres termes, une grande partie du triméthoprime semble
étre métabolisée en desméthyltriméthoprime avant d’étre excrétée dans les urines et il peut étre

intéressant de rechercher ce métabolite dans la lutte anti-dopage.
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3 Etude préliminaire sur ’efficacité de 1’association sur les

bactéries

3.1 Le ratio TMP/sulfadoxine

Le protocole thérapeutique du RCP du produit utilisé dans I’étude indique une fréquence
d’injection de 24h. Ainsi, ’interprétation des concentrations et du ratio du triméthoprime et de

la sulfadoxine doit se faire sur un intervalle de 24h post-injection.

Nous avons pu constater que le ratio de 1/19 décrit comme synergique entre les deux
antibiotiques n’était maintenu dans le plasma que 15 minutes aprés 1’injection, car le ratio
triméthoprime/sulfadoxine diminuait rapidement en dessous de 1/39 et ne revenait dans des
valeurs synergiques qu’apres 48 h post-injection.

Ainsi nos observations nous amenent a remettre en question la formulation du produit qui
est congu avec un ratio de doses triméthoprime/sulfadoxine a 1/5 dans 1’objectif de viser un
ratio idéal de concentrations de 1/19 dans le sang. Le ratio de 1/5 dans la formulation des
médicaments d’humaine est discutable en médecine équine. L’absorption orale du
triméthoprime et des sulfamides étant décrite comme élevée, on peut s’attendre a observer les
mémes phénomenes au niveau du ratio entre ces deux antibiotiques pour des formulations per
0S.

Cependant, le triméthoprime et la sulfadoxine ont des volumes de distribution élevés
(respectivement 55,5 L/kg et 3,5 L/kg d’apres I’analyse non compartimentale réalisée dans cette
étude). Ainsi, les concentrations sanguines ne traduisent pas forcément la réalité tissulaire et le
ratio de concentrations observé dans le sang pourrait étre différent du ratio de concentrations
tissulaires.

D’autre part, nous avons constaté que, pour le triméthoprime et la sulfadoxine seuls soit
leurs concentrations étaient insuffisantes, soit les fT>CMI étaient relativement courts. Ainsi,
I’efficacité clinique de ’association triméthoprime-sulfadoxine semble dépendre de I’intensité
de la synergie entre ces deux molécules a des ratios différents de 1/19. Il serait donc intéressant
d’évaluer la synergie entre le triméthoprime et les sulfamides pour une plus grande étendue de

ratio.
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3.2 L’évolution des concentrations en triméthoprime et en sulfadoxine par

rapport a leur CMI

Les CMI des associations de triméthoprime et sulfamides sont déterminées pour des ratios
triméthoprime/sulfamide de 1/19. Or nous avons vu que le ratio de concentrations
triméthoprime/sulfadoxine n’est de 1/19 dans le sang que pendant une durée de 15 minutes
apres 1’injection.

En I’absence de données sur la synergie en dehors de ce ratio de 1/19, nous avons
considéré individuellement, le triméthoprime et la sulfadoxine. Les deux antibiotiques ont eu
des concentrations inférieures a la plupart des CMI des bactéries étudiées ou supérieures aux
CMI qu’un temps relativement court (8h maximum pour le triméthoprime et 4h maximum pour
la sulfadoxine).

Ainsi, si I’on considére que seul le ratio 1/19 est synergique, 1’association triméthoprime-
sulfadoxine ne semble pas étre la plus adaptée pour le traitement des infections tissulaires ou
des septicémies. En cas d’infections tissulaires par Pasteurella multocida, il serait nécessaire
d’augmenter la fréquence d’injection a toutes les 8h pour avoir une concentration suffisante en
triméthoprime sur le site d’infection. De méme, en cas d’infection a Staphylococcus aureus, la
fréquence d’administration devrait étre de toutes les 4h pour avoir une concentration en
sulfadoxine suffisante. De tels changements de posologie impliqueraient évidemment une

vérification de la tolérance.

Dans les urines en revanche le triméthoprime et la sulfadoxine sont présents dans un ratio
synergique jusqu’a 12h aprés I’injection et leurs concentrations en association est bien
supérieures aux CMI sur cet intervalle de temps. Apres 12h aprés I’injection, nous nous sommes
interessés aux concentrations urinaires en triméthoprime et sulfadoxine séparément. Elles ne
sont restées supérieures qu’aux CMI de P. multocida et S. aureus, et ce jusqu’a 24h post-
injection. L’association triméthoprime-sulfadoxine semble donc effectivement une bonne
option thérapeutique pour les infections de 1’appareil urinaire, car ces deux antibiotiques sont
rapidement excrétés, et cela en concentrations importantes dans les urines. Cependant, au vu de
I’évolution des concentrations et du ratio dans les urines et dans 1’hypothése ou la synergie
entre les deux molécules n’est assurée que pour des ratios compris en 1/39 et 1/1, on peut
proposer d’adapter le protocole en modifiant la fréquence d’administration de 1’antibiotique

pour une meilleure efficacité antibactérienne : des injections renouvelées toutes les 12h
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pourraient permettre une couverture antibactérienne plus compléte que pour le schéma

thérapeutique initialement prévu par RCP.

En I’absence de données concernant les CMI de la sulfadoxine dans la base de données de
EUCAST, nous avons utilisés les CMI du sulfaméthoxazole seul et en association avec le
triméthoprime pour commenter 1’efficacité antibactérienne de la sulfadoxine seule et en
association. Nos conclusions se basent sur I’hypothése que le sulfaméthoxazole et la
sulfadoxine ont des CMI similaires. Cependant, il serait intéressant de déterminer les CMI de

la sulfadoxine pour confirmer nos observations.

4 Calcul des temps de détection

Pour la sulfadoxine, la détermination des pentes d’élimination terminale et des intercepts
montre des résultats relativement homogénes pour tous les chevaux dans le plasma. Cependant,
pour les résultats urinaires, il y a deux chevaux (Réve et Kepresh) pour lesquels I’équilibre de
distribution ne semble pas étre atteint, les concentrations deviennent inférieures aux limites de
détection des analyseurs, ainsi la pente d’¢limination et I’intercept sont probablement
légérement surestimés.

De méme pour la cinétique d’élimination plasmatique du triméthoprime, 1’équilibre de
distribution ne semblait pas atteint pour trois chevaux (Pitou, Diedo et Phénix). De maniére
générale, 1’estimation des pentes d’¢limination terminale pour le triméthoprime et le
desméthyltriméthoprime dans le plasma était moins précise que pour la sulfadoxine. Le
triméthoprime et le desméthyltriméthoprime présentent une élimination trés lente, 1’élimination

terminale se fait a des concentrations trés faibles que les analyseurs ne peuvent pas quantifier.

En pratique, les chevaux regoivent un protocole thérapeutique complet (minimum 5 jours de
traitement), or notre étude se place dans un modele avec une injection unique. Au vu des
données concernant la cinétique d’élimination des deux antibiotiques étudiés, les chevaux
traités devraient présenter une accumulation de ces deux molécules. Ainsi les temps de

détection déterminées dans cette étude peuvent étre sous-estimés.
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5 Calcul des temps de retrait

Les effets considérés sont les effets antibactériens et d’apres nos observations, 1’efficacité
de ces deux molécules, si on considére que le ratio n’est synergique qu’entre 1/1 et 1/39, est
courte : elle n’excéde pas 24h post administration. En considérant I’'ITPC comme égale a la CMI
la plus basse pour chaque antibiotique corrigée par un facteur de sécurité¢ de 500, nous avons
obtenus des temps de retrait de 3j pour le triméthoprime et 5j pour la sulfadoxine. Ces temps
de retrait sont plus courts que les temps de détection obtenus pour les LOQ les plus basses. En
se basant sur les temps de détection, on exclurait donc les chevaux de la compétition ou des
courses plus longtemps que nécessaire pour avoir une absence d’effet.

Cependant, cette association d’antibiotiques aurait une action anti-inflammatoire et
immunomodulatrice. Ces propriétés ont principalement été montré chez ’homme et a des doses
thérapeutiques classiques (dose « antibiotique »). Cependant, nous n’avons pas d’information
concernant les concentrations efficaces pour ces types d’action.

Ainsi les temps de retrait déterminés ici assure uniquement I’absence d’effet antibactérien.
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CONCLUSION

L’objectif de cette étude était dans un premier temps de déterminer les temps de détection du
triméthoprime et de la sulfadoxine dans le cadre du contréle antidopage. Cette association
d’antibiotiques n’était jusqu’alors pas soumise aux contrdles. Cependant pour des raisons de
respect du bien-étre animal et pour contrer un éventuel détournement de son role d’antibiotique
vers un rdle plutdt anti-inflammatoire, son statut se voit reconsidéré. Les temps de détection et
les temps de retrait sont des données mises a disposition des vétérinaires pour minimiser le
risque qu’un cheval éligible au traitement ressorte positif a I’issu des controles. Ils n’apportent
cependant pas la garantie de la négativité lors du contrdle. Ainsi, le vétérinaire se doit d’exercer
son plein jugement professionnel et prendre en considération la situation de 1’animal et les
informations les plus récentes avant de conseiller sur la date possible de son retour a la

compétition.

Ainsi, dans cette étude, il est montré que le temps de détection du triméthoprime est de 216h (9
jours) pour une LOQ de 0,05ng/mL dans le sang et de 984h (41 jours) pour une LOQ de 1
ng/mL dans 1’urine. Pour le métabolite du triméthoprime étudié, le temps de détection est de
143h (environ 6 jours) pour une LOQ de 0,05 ng/mL dans le plasma et de 1680h (70 jours) dans
I’urine pour une LOQ de 1 ng/mL. Pour la sulfadoxine, le temps de détection dans le plasma
est de 524h (22 jours) pour une LOQ de 0,05ng/mL et dans 1’urine pour une LOQ de Ing/mL,
il est de 984h (41jours).

Les temps de retrait déterminés pour le triméthoprime et la sulfadoxine a partir de
concentrations qui n’auraient aucun effet sont respectivement de 62h et 102h.

Dans le cadre du controle des médications, les temps de détection et de retrait des autres

antibiotiques fréquemment utilisés chez le cheval restent a établir.

D’autre part nous avons pu constater que la formulation dans un ratio 1/5 pour une solution de
triméthoprime et sulfadoxine ne semble pas permettre d’obtenir un ratio optimal de 1/19 dans
le sang, cependant elle assure un ratio synergique dans les urines et reste une bonne indication
pour les infections urinaires si on adapte la fréquence d’administration avec par exemple une
injection toutes les 12 heures au lieu des 24h indiquées dans le RCP du produit. Par ailleurs, il
reste a caractériser les potentiels effets indésirables d’une augmentation de fréquence

d’administration puisqu’elle risque d’engendrer une accumulation plus importante des
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antibiotiques au cours des 5 jours de traitement. Ainsi une étude plus approfondie semble
nécessaire afin de développer un protocole thérapeutique efficace et sur.

L’association triméthoprime-sulfamide est fréquemment utilisée chez le cheval, et fait
partie des rares antibiotiques qui peuvent étre administrés par voie orale chez le cheval. 1l serait
intéressant d’étudier 1’évolution du ratio entre le triméthoprime et d’autres sulfamides chez le
cheval. Chez I’Homme par exemple, aprés administration d’une formulation congue dans un
ratio de 1/5, le ratio se maintient entre 1/5 et 1/40 dans le plasma notamment en raison de leur
temps de demi-vie similaire : entre 10 et 12h pour le triméthoprime et 11h pour le
sulfaméthoxazole (Reeves, Wilkinson 1979). Ainsi il se pourrait que certains sulfamides soient
plus adaptés pour étre associés avec le triméthoprime et donc garantir une synergie plus durable.

La synergie entre le triméthoprime et les sulfamides pour certains ratios a ét¢ démontrée
in vitro. Cependant ces résultats n’ont pas été confirmés par des études in vivo, et ce notamment
pour des raisons éthiques. Cependant, il est important de noter que les associations
triméthoprime-sulfamides présentent une bonne efficacité clinique et nos observations nous
amenent a conclure que I’efficacité de I’antibiotique dépend aussi de I’intensité de la synergie
et que celle-ci reste a caractériser pour d’autre plage de ratios que celle étudiée ici.

Malgré les contributions apportées par cette étude, celle-ci présente certaines limites car
les conditions expérimentales différent de la réalité terrain : I’activité physique des chevaux de
I’étude et leur niveau de stress se sont pas comparables a ceux des chevaux visés lors des
contrdles ; les doses employées et fréquences d’administration du médicament peuvent &tre
différentes de celle qui ont été choisies pour ces expériences ; les chevaux controlés peuvent
avoir été exposés a plusieurs substances.

Ainsi, ces limites, bien qu'elles n'enlévent rien a la valeur des résultats décrits, appellent

a une réflexion critique sur les conclusions tirées.

Le controle antidopage reste une course entre la découverte de nouvelles molécules et méthodes
et la mise en place de technologies et méthodes analytiques pour les déceler. Le controle des
médications chez les chevaux est donc une pratique en constante évolution qui nécessite
régulierement des ajustements et une révision continue des listes de substances interdites ou
controlées.

Le défis de ces derniéres années, que ce soit chez I’homme ou chez le cheval, concerne le «
dopage génétique ». En effet, les technologies actuelles permettent de transférer des génes, d’en
supprimer la traduction ou encore de les éditer (Tozaki, Hamilton 2022). Le cas le plus

médiatis¢ est celui de I’entraineur allemand Thomas Springtein, ancien entraineur de I'école de
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sprint de Magdebourg, accusé en Janvier 2006 d’avoir fournis du « Repoxygen » a certains de
ses athletes. Le Repoxygen était alors un futur «géne médicament» développé par une firme de
biotechnologie britannique, pour combattre l'anémie séveére (Avec le Repoxygen, premier
exemple de dopage génétique 2009).

Si I’édition des génes chez les embryons humains restent un scénario peu probable, cela pourrait
devenir une réalité tangible chez les chevaux. L’inactivation du géne MSTN (geéne codant pour
la myostatine) dans des embryons de chevaux a été réalisée par une société de biotechnologie
basée en Argentine avec un objectif affiché ouvertement : générer des chevaux dotés de
capacités sportives améliorées grace un programme d’élevage de précision.

Les méthodes de détection de ce type de dopage reposent principalement sur la PCR, il reste
relativement difficile & mettre en évidence. Les politiques de détection doivent donc accorder
une grande importance a la surveillance des cliniques et instituts de reproduction artificielle,
car ce sont les prestataires susceptibles de mettre en ceuvre des modifications génétiques chez
les embryons.

Ceci illustre la nécessité d’adaptation de la lutte antidopage et du contrdle des médications et

nous donne un apercu des défis a venir(Tozaki, Hamilton 2022).
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15/04/2019 10:06 2 2,00 38700 616,00 30,40
15/04/2019 12:06 4 4,00 30200 291,00 16,90
15/04/2019 16:06 8 8,00 14800 128,00 9,90
15/04/2019 20:06 12 12,00 10400 49,50 4,45
16/04/2019 08:05 24| 23,98 2100 1,97 0,28
e 15/04/2015 0806 16/04/2019 20:05 36| 35,98 71,8 1,04 0,08
17/04/2019 08:06 48| 48,00 46,9 0,48 0,13
18/04/2019 08:06 72| 72,00 2,49 0,26 0,13
19/04/2019 08:06 96| 96,00 0,754 0,16 0,00
20/04/2019 08:06 120 120,00 0,478 0,12 0,00
22/04/2019 08:06 168| 168,00 0,161 0,06 0,00
24/04/2019 08:06 216| 216,00 0,126 0,00 0,00
26/04/2019 08:06 264 264,00 0,046 0,00 0,00
28/04/2019 08:06 312 312,00 0,0417 0,00 0,00
30/04/2019 08:06 360( 360,00 0,0233 0,00 0,00
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02/04/201908:10 | o0 0,00 | 000 | 000 | 0,00
15/04/201908:17 | 0,08 | 0,08 | 98000 | 4300,00| 49,50
15/04/201908:27 | 0,25 | 0,25 | 64500 | 2040,00| 39,40
15/04/201908:42 | 0,5 050 | 62500 |1510,00| 42,80
15/04/2019 09:12 1 1,00 | 54700 | 935,00 | 32,90
15/04/2019 10:12 2 2,00 | 46100 | 449,00 | 29,30
15/04/2019 12:12 4 4,00 | 35200 | 276,00 | 19,50
15/04/2019 16:12 8 8,00 | 20700 | 8870 | 9,40
15/04/201920:12 | 12 | 12,00 | 10900 | 31,10 | 3,75
, 16/04/201908:12 | 24 | 2400 | 5130 | 1,72 | 025
Quashmir | 15/04/2018 08:12 | rs 0191956 | 36 | 3573 | 1430 | 116 | 017
17/04/201908:11 | 48 | 47,98 | 261 036 | 005
18/04/201908:13 | 72 | 72,02 | 20 012 | 005
19/04/201908:12 | 96 | 96,00 | 237 | 012 | 0,0
20/04/201908:12 | 120 | 120,00 | 0,808 | 007 | 0,0
22/04/201908:13 | 168 | 168,02 | 0329 | 005 | 0,00
24/04/201908:12 | 216 | 216,00 | 0,98 | 000 | 0,00
26/04/201908:12 | 264 | 264,00 | 0,122 | 000 | 0,0
28/04/201908:12 | 312 | 312,00 | 0,0815 | 0,00 | 0,00
30/04/2019 08:12 | 360 | 360,00 | 0,0556 | 0,00 | 0,00
02/04/2019 08:15 0 000 | 000 | 000 | 0,00
15/04/201908:23 | 0,08 | 0,10 | 58500 | 2550,00| 24,70
15/04/201908:33 | 0,25 | 0,27 | 62600 | 1630,00| 19,30
15/04/2019 08:47 | 0,5 0,50 | 47500 |1210,00| 24,10
15/04/2019 09:17 1 1,00 | 49000 | 918,00 | 19,50
15/04/2019 10:17 2 2,00 | 35300 | 683,00 | 28,60
15/04/2019 12:17 4 4,00 | 28300 | 404,00 | 25,30
15/04/2019 16:17 8 8,00 | 18600 | 198,00 | 14,00
15/04/2019 2017 | 12 | 12,00 | 11500 | 73,00 | 6,72
, 16/04/2019 08:17 | 24 | 2400 | 2960 | 361 | 0,70
Pitou | 15/04/201908:17 = s 1720192011 | 36 | 3590 | 592 13 | 014
17/04/201908:19 | 48 | 4803 | 707 | 040 | 006
18/04/201908:18 | 72 | 72,02 | 368 | 017 | 0,00
19/04/201908:19 | 96 | 96,03 | 097 | 011 | 0,0
20/04/2019 08:17 | 120 | 120,00 | 0,513 | 006 | 0,00
22/04/201908:17 | 168 | 168,00 | 0,253 | 000 | 0,00
24/04/201908:17 | 216 | 216,00 | 015 | 000 | 0,00
26/04/2019 08:19 | 264 | 264,03 | 0,0979 | 0,00 | 0,00
28/04/2019 08:17 | 312 | 312,00 | 0,059 | 000 | 0,00
30/04/201908:19 | 360 | 360,03 | 0,0429 | 0,00 | 0,00
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Annexe 2: Prélevements et résultats urinaires
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25/09/2018 11:55 0 0,00 0,00 0,00 0,00 950

01/10/2018 09:00 4 1,00 | 481000,00 | 20500,00 | 72100,00 | 1020

01/10/2018 15:57 3 7,05 | 550000,00 | 13500,00 | 192000,00 | 250

01/10/2018 18:45 12 | 10,75 | 495000,00 | 13600,00 | 186000,00 | 1700

02/10/2018 11:08 24 | 27,13 | 69100,00 130,00 | 1460,00 | 1180

03/10/2018 10:10 | 48 | 50,17 | 2230,00 44,40 427,00 | 1125

04/10/2018 1026 72 | 74,43 62,20 10,30 53,50 1000

05/10/2018 09:48 | 96 | 97,80 45,60 10,40 58,00 525

06/10/2018 1111 | 120 | 12318 11,40 5,43 27,40 1250

08/10/2018 11:45 | 168 | 171,75 4,23 5,73 24,40 950

, 10/10/2018 10:05 | 216 | 218,08 3,65 2,48 16,40 1050

Leridano | 01/10/201808:00 10 o018 1130 | 288 | 291,50 1,75 2,46 11,10 1425

16/10/2018 13:00 | 360 | 365,00 1,25 1,73 10,10 950

19/10/2018 11:18 | 432 | 435,30 16,90 1,59 5,96 850

22/10/201809:30 | 504 | 505,50 14,10 0,67 5,31 800

26/10/2018 11:14 | 600 | 603,23 0,31 1,65 2,37 750

30/10/2018 09:36 | 696 | 697,60 19,80 1,06 6,50 500

03/11/2018 1223 | 792 | 796,38 0,00 0,56 0,56 1250

07/11/2018 1057 | 888 | 890,95 13,40 1,68 5,02 950

11/11/2018 12:50 | 98a | 988,83 0,00 0,00 0,34 1100

15/11/2018 10:39 | 1080 | 1082,65 0,22 0,00 0,29 750

20/11/2018 10:19 | 1200 | 1202,32 0,00 0,93 0,00 655

25/09/2018 10:39 0 0,00 2,59 0,00 1,73 1470

01/10/2018 09:12 4 1,03 | 240000,00 | 14200,00 | 40000,00 | 1055

01/10/2018 15:55 3 7,75 | 941000,00 | 26500,00 | 517000,00 | 960

01/10/2018 18:45 12| 10,58 | 377000,00 | 6670,00 | 167000,00 | 2250

02/10/2018 09:45 24 | 2558 | 71200,00 119,00 | 237000 | 1125

03/10/2018 13:40 | 48 | 53,50 | 1260,00 25,60 257,00 | 2200

04/10/2018 10:29 72 | 7432 57,10 9,97 69,70 2000

05/10/2018 13:15 96 | 101,08 23,30 10,10 62,70 2250

06/10/2018 1119 | 120 | 123,15 17,20 4,71 35,00 1940

08/10/2018 10:00 | 168 | 169,83 231 4,18 17,90 1850

10/10/2018 10:10 | 216 | 218,00 1,44 1,49 12,60 1950

Kepresh | 01/10/2018 08:10 1= o oot 11:42 | 288 | 291,53 0,67 0,70 5,58 550

16/10/2018 1336 | 360 | 365,43 2,52 1,69 8,43 1300

19/10/2018 09:50 | 432 | 433,67 0,00 0,93 2,26 1455

22/10/2018 09:16 | 504 | 505,10 0,34 0,00 1,26 1200

26/10/201809:01 | 600 | 600,85 0,00 0,99 1,13 1520

30/10/2018 10:36 | 696 | 698,43 0,00 0,44 0,94 1150

03/11/2018 1223 | 792 | 796,22 0,00 0,00 0,00 2400

07/11/201809:31 | 888 | 889,35 0,00 0,00 0,00 1300

11/11/2018 12:45 | 984 | 988,58 0,00 0,00 0,00 1500

15/11/201809:31 | 1080 | 108135 0,00 0,00 0,00 1455

20/11/2018 10:19 | 1200 | 1202,15 0,00 0,80 0,00 850
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02/04/201913:20 | 0 0,00 0,00 0,00 1,18 1865
15/04/2019 10:00 | 4 2,00 | 458000,00 | 22600,00 | 273000,00 | 1440
15/04/2019 18:49 | s 10,82 | 736000,00 | 19300,00 | 363000,00 | 1850
absence de
prélévement ’ ’ ’
12
16/04/201908:08 | 24 | 24,13 | 70900,00 | 21500 | 2660,00 670
17/04/2019 11:45 51,75 | sag00 |2%eC% | 31500 1680
48 détection
18/04/2019 10:27 7845 | 3960 |2NC€%| 4300 1025
72 détection
19/04/2019 13:22 101,37 | 17,00 |2Psencede| oo 1825
96 détection
20/04/2019 12:34 | 120 | 12457 | 9,58 12,50 50,80 1450
Nobel  |15/04/2019 08:00 [ 57/04/2019 10:10 | 168 | 170,17 3,98 9,05 26,70 1410
24/04/2019 10:16 | 216 | 21827 | 3,22 4,73 13,90 1250
26/04/2019 12:55 | 264 | 268,92 | 2,06 3,53 12,20 1445
28/04/201909:30 | 312 | 313,50 | 1,53 331 9,92 1275
30/04/2019 10:05 | 360 | 362,08 | 152 3,85 7,72 1100
04/05/2019 1051 | 456 | 458,85 | 0,52 1,57 4,37 1250
08/05/2019 11:08 | 552 | 55513 | 0,34 1,34 2,89 1680
12/05/201911:23 | 648 | 651,38 | 1,19 1,22 1,54 1350
17/05/2019 1052 | 768 | 770,87 | 0,00 0,54 1,46 1325
22/05/201909:53 | 8ss | 889,88 | 0,00 0,50 132 1125
27/05/2019 09:45 | 1008 | 1009,75 | 0,25 0,70 112 1180
03/06/2019 11:10 | 1176 | 117917 | 0,00 0,61 0,76 1450
10/06/2019 09:45 | 1344 | 134575 | 0,00 0,00 0,44 950
17/06/2019 12:40 | 1512 | 1516,67 | 0,00 0,00 0,00 825
24/06/2019 11:45 | 1680 | 1683,75 | 0,00 0,00 0,71 2040
02/04/201913:22 | o0 0,00 0,00 0,00 0,00 2050
15/04/2019 1350 | 4 573 | 875000,00 | 35900,00 | 244000,00 | 1850
absence de
prélévement s i i i
15/04/2019 19:48 | 12 | 11,70 | 483000,00 | 18400,00 | 172000,00 | 1950
16/04/201913:19 | 24 | 29,22 | 41400,00 | 592,00 | 2870,00 1360
17/04/2019 1135 | 48 | 51,48 | 1160,00 | 92,20 404,00 1750
18/04/2019 10:18 | 72 | 74,20 | 60,00 44,30 150,00 1180
19/04/2019 1331 | 96 | 101,42 | 13,90 28,20 104,00 830
20/04/2019 12:34 | 120 | 124,47 | 6,65 17,10 57,90 1400
22/04/2019 13:00 | 168 | 172,90 | 3,55 10,10 34,40 575
24/04/2019 17:15 | 216 | 22515 | 4,45 7,24 18,40 2780
Réve | 15/04/2019 08:06 | 26/04/2019 12:50 | 264 | 268,73 | 2,54 3,94 11,60 1675
28/04/2019 12:58 | 312 | 316,87 | 27,80 3,68 17,00 1400
30/04/2019 12:45 | 360 | 364,65 | 1023 2,56 5,82 1410
04/05/2019 14:20 | 456 | 46223 | 0,44 1,92 4,28 450
08/05/2019 11:39 | 552 | 55555 | 0,24 1,03 2,45 1790
12/05/2019 12:06 | 648 | 652,00 | 0,00 0,44 1,02 1925
17/05/2019 10:42 | 768 | 770,60 | 0,00 0,69 0,82 1125
22/05/201911:50 | 888 | 891,73 | 0,00 2,38 7,13 1800
27/05/2019 10:59 | 1008 | 1010,88 | 0,00 0,00 0,85 1340
03/06/2019 14:26 | 1176 | 118233 | 0,00 0,00 1,83 2275
10/06/2019 09:45 | 1344 | 134565 | 156 0,00 0,63 1600
17/06/2019 13:48 | 1512 | 1517,70 | 0,00 0,00 0,87 2100
24/06/20191329 | | 168538 | 0,00 0,00 0,53 2350
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02/04/201913:13 | 0 0,00 0,00 0,00 0,00 2650
15/04/2019 14:08 | 4 593 |327000,00] 19000,00 | 292000,00 | 2300
absence de
prélévement s
absence de
prélévement
12
16/04/2019 14:34 | 24 30,37 | 72600,00 | 253,00 | 394000 | 1970
17/04/2019 1436 | 54,07 | 613000 | 29,70 44000 | 2390
18/04/2019 1541 | 79,48 | 21300 | 1570 147,00 | 2460
19/04/20191338 | | 10143 | 30,30 12,40 112,00 | 2070
Quashmir |15/04/2019 08:12750 /642019 15:17 | 120 | 127,08 | 8,69 7,48 65,10 2250
22/04/2019 11:45 | 168 | 171,55 | 3,94 4,94 29,20 2130
24/04/2019 1336 | 216 | 221,40 | 1,46 2,71 13,50 2400
26/04/2019 14:41 | 264 | 270,48 | 1,23 1,42 11,70 2130
28/04/2019 1401 | 312 | 317,82 | 1,02 1,57 8,82 1850
30/04/2019 12:39 | 360 | 364,45 | 0,75 1,77 6,17 1750
04/05/2019 1427 | 456 | 462,25 | 0,32 0,79 3,06 2370
08/05/2019 11:42 | 552 | 555,50 | 0,20 0,57 1,24 2450
12/05/2019 11:20 | 648 | 651,13 | 0,35 137 0,87 1750
17/05/201913:12 | 768 | 773,00 | 0,00 0,16 0,44 2550
22/05/2019 1451 | 888 | 894,65 | 0,00 0,35 0,49 2350
27/05/2019 12:38 | 1008 | 1012,43| 0,00 0,44 0,31 2125
03/06/2019 12:17 | 1176 | 1180,08| 0,00 0,00 0,00 2350
10/06/2019 13:58 | 1348 |1349,77| 0,00 0,00 0,00 1600
17/06/2019 13:48 | 1512 | 1517,60| 0,00 0,00 0,92 2290
24/06/2019 1138 | 1680 | 1683,43 | 0,00 0,00 0,00 2440
02/04/2019 10:16 | 0 0,00 0,00 0,14 0,82 840
15/04/2019 10:17 | 4 2,00 |606000,00| 22800,00 | 91100,00 | 1025
15/04/201912:03 | 3,77 |#ssuusns | 36800,00 | 404000,00 | 410
dUSEICe
15/04/2019 14:14 5,95 de |Mosenchch|stwencavia| .,
12 e a détection | détection
16/04/2019 10:08 | 24 25,85 | 56100,00 | 440,00 | 500000 | 490
17/04/2019 10:24 | a8 50,12 | 1200,00 | 34,20 22600 | 1010
18/04/201908:38 | 72 7235 | 77,30 16,30 91,60 550
19/04/201908:20 | _ 96 96,05 | 15,40 11,60 45,30 450
20/04/201909:36 | 120 | 121,32 | 9,03 7,94 30,30 700
22/04/201910:03 | 168 | 169,77 | 3,53 3,95 15,50 890
24/04/2019 10:16 | 216 | 217,98 | 1,83 1,92 6,18 690
Pitou  |15/04/2019 08:17| 26/04/2019 11:02 | 264 | 266,75 | 1,74 1,94 6,12 900
28/04/201909:30 | 312 | 313,22 | 0,98 1,60 3,66 580
30/04/201909:30 | 360 | 361,22 | 0,58 1,49 2,93 850
04/05/201909:22 | 456 | 457,08 | 0,32 0,50 1,22 600
08/05/2019 09:48 | 552 | 553,52 | 0,43 0,61 127 810
12/05/201910:00 | 648 | 649,72 | 0,00 0,76 0,52 850
17/05/2019 10:42 | 768 | 770,42 | 0,25 0,74 0,43 925
22/05/201909:37 | 888 | 889,33 | 0,00 0,00 0,00 550
27/05/201909:36 | 1008 |1009,32| 0,00 0,75 0,00 550
03/06/201909:39 | 1176 |1177,37| 0,00 0,00 0,00 950
10/06/2019 09:45 | 13a4 | 134547 | 0,00 0,00 0,00 800
17/06/201909:32 | 1512 |151325| 0,00 0,00 0,00 880
24/06/20190909 |~ (1680,87| 0,0 0,00 0,00 620
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02/04/2019 13:08 0 0,00 0,00 0,35 0,00 1850
15/04/2019 12:13 4 3,70 | 393000,00 | 15900,00 | 284000,00 | 1740
15/04/2019 14:20 8 5,82 | 553000,00 | 23400,00 | 681000,00 900
15/04/2019 19:02 12 10,52 | 238000,00 | 6040,00 | 216000,00 | 1300
16/04/2019 13:10 24 28,65 41700,00 108,00 1930,00 1500
17/04/2019 11:52 48 51,35 926,00 13,10 161,00 1490
18/04/2019 10:47 72 74,27 56,40 4,93 49,20 1660
19/04/2019 11:31 96 99,00 13,50 4,18 41,30 1400
20/04/2019 11:13 | 120 122,70 8,38 2,07 16,10 1450
22/04/2019 13:00 168 172,48 6,36 1,62 10,10 2300
Diedo  |15/04/2019 08:31 | 24/04/201913:36 | 216 221,08 3,32 0,60 4,22 1675
26/04/2019 14:11 264 269,67 2,59 0,50 3,07 2190
28/04/2019 12:52 312 316,35 1,27 0,61 2,02 1990
30/04/2019 14:04 360 365,55 1,12 0,46 1,54 1740
04/05/2019 14:13 456 461,70 1,18 0,00 0,94 1600
08/05/2019 10:06 552 553,58 0,56 0,00 0,45 1640
12/05/2019 14:12 648 653,68 0,39 0,00 0,23 2325
17/05/2019 10:42 | 768 770,18 0,00 0,00 0,00 1850
22/05/2019 09:40 888 889,15 0,00 0,00 0,00 1410
27/05/2019 12:31 | 1008 |1012,00 0,00 0,56 0,00 1875
03/06/2019 09:35 | 1176 |1177,07 0,00 0,00 0,00 1575
absence de 1344
prélévement
absence de
1512 -
prélévement
abs.ence de 1680 i
prélévement
02/04/2019 18:44 0 0,00 0,00 0,00 0,00 2800
15/04/2019 10:31 4 1,92 | 165000,00 | 11100,00 | 102000,00 | 2450
15/04/2019 16:36 8 8,00 | 514000,00 | 11100,00 | 322000,00 | 2000
absence de 2 i
prélévement
16/04/2019 16:50 24 32,23 | 75700,00 177,00 4660,00 1940
17/04/2019 14:10 48 53,57 | 13000,00 31,60 708,00 2600
18/04/2019 07:31 72 70,92 839,00 9,01 132,00 1600
19/04/2019 12:02 96 99,43 40,80 4,40 46,00 1250
20/04/2019 11:39 120 123,05 12,70 2,26 20,20 1400
22/04/2019 07:09 168 166,55 6,70 1,37 13,10 1550
Phenix | 15/04/2019 08:36 24/04/2019 10:41 | 216 218,08 1,57 0,32 2,07 2900
26/04/2019 14:36 264 270,00 6,17 0,46 4,40 1855
28/04/2019 14:15 312 317,65 1,62 0,36 3,03 2300
30/04/2019 11:14 360 362,63 2,15 0,36 2,78 1780
04/05/2019 10:31 456 457,92 1,08 0,00 1,39 2075
08/05/2019 11:29 552 554,88 0,47 0,00 0,48 2025
12/05/2019 11:08 648 650,53 0,50 0,00 0,53 2230
17/05/2019 13:05 | 768 772,48 0,41 0,00 0,00 2325
22/05/2019 12:08 888 891,53 0,21 0,00 0,00 1640
27/05/2019 16:55 | 1008 [1016,32 0,20 0,00 0,00 1620
03/06/2019 12:27 | 1176 |1179,85 0,00 0,00 0,00 1250
10/06/2019 11:34 | 1344 |1346,97 0,00 0,00 6,41 2325
17/06/2019 11:15 | 1512 [1514,65 0,00 0,00 2,64 2000
24/06/2019 10:43 | 1680 [1682,12 0,00 0,00 0,91 2400
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Annexe 3: Résultats individuels obtenus avec Pkanalix pour la sulfadoxine dans le plasma

AUCINF_obs AUC_%Extrap_obs  AUCIast Cl_obs Clast Cmax

Chevaux (h-ng-mL™) (%) (h-ng-mL™) (mL-h™) (ng-mL7) (ng-mL")
Diedo 395371.2753 0.001162 395366.6807 17704.9281 0.04640 73400.0000
Kepresh 393014.3307 0.005647 392992.137¢6 19079.2025 0.1460 93200.0000
leridano 407600.5664 0.003128 407587.8175 15697.7211 0.1260 86400.0000
Nobel 360968.5345 0.0008629 360965.4198 18833.4975 0.03350 96500.0000
Phenix 519783.3493 0.00436¢6 519760.6539 12693.2115 0.1340 79500.0000
Pitou 403828.5017 0.001123 403823.9647 16839.3760 0.04290 62600.0000
Quashmir 501539.1839 0.001240 501532.9663 10768.5704 0.05560 98000.0000
Reve 376604.7503 0.0005719 376602.5966 19650.2035 0.02330 83200.0000

HL _Lambda_z Lambda_z MRTINF_obs MRTlast
Chevaux (h) (h'1) Lambda_z_intercept (h) (h) No_points_lambda_z
Diedo €8.6370 0.01010 0.5734 8.1584 8.1532 7.0000
Kepresh 105.3637 0.006579 -0.2249 7.3790 7.3559 4.0000
leridano 70.1341 0.009883 0.4882 8.1213 8.1102 5.0000
Nobel 64,4459 0.01076 0.2407 6.9472 6.9434 7.0000
Phenix 117.3974 0.005904 0.09656 9.6366 9.6139 6.0000
Pitou 73.3053 0.00945¢6 0.1978 8.2277 8.222¢ 6.0000
Quashmir 77.5129 0.008942 0.3066 9.277¢6 9.2718 5.0000
Reve €4.0703 0.01082 0.09358 6.8162 6.8136 7.0000

Tlast Tmax Vz_obs

Chevaux Rsq Rsq adjusted  (h) (h) (mL)
Diedo 0.9902 0.9882 360.0000 0.08000 '1753181.6704
Kepresh 0.8532 0.7799 264.0000 0.08000 2900185.3970
leridano 0.9291 0.9055 264.0000 0.08000 1588328.4050
Nobel 0.8900 0.8680 360.0000 0.08000 1751058.4772
Phenix 0.9287 0.9109 360.0000 0.08000 '2149831.9001
Pitou 0.9862 0.9828 360.0000 0.2500 1780884.4580
Quashmir 0.995¢6 0.9942 360.0000 0.08000 1204222.1659
Reve 0.9350 0.9220 360.0000 0.08000 1816344.1776
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Annexe 4: Résultats moyens obtenus avec Pkanalix pour la sulfadoxine dans le plasma

AUCINF obs (h-ng-mL™!') 360968.5345

AUC_%Extrap_obs (%)
AUClast (h-ng mL7!)
Clobs (mL-h™!)
Clast (ngmL!)
Cmax (ng-mL™')
HL_Lambda_z (h)
Lambda_z (h!)
Lambda_z_intercept
MRTINF_obs (h)
MRTlast (h)
No_points_lambda_z
Rsq

Rsq_adjusted

Tlast (h)

Tmax (h)

Vz_obs (mL)

AUCINF_obs (h-ng-mL™!)
AUC_%Extrap_obs (%)
AUClast (h-ng-mL™!)
Clobs (mL-h™!)
Clast (ng-mL™!)
Cmax (ng-mL™')
HL_Lambda_z (h)
Lambda_z (h!)
Lambda_z_intercept
MRTINF_obs (h)
MRTlast (h)
No_points_lambda_z
Rsq

Rsq_adjusted

Tiast (h)

Tmax (h)

Vz_obs (mL)

0.0005719
360965.4198
10768.5704
0.02330
62600.0000
64.0703
0.005904
-0.2249
6.8162
6.8136
4.0000
0.8532
0.7799
264.0000
0.08000
1204222.1659

Q1 MEDIAN

384809.5405

384797.3671

399599.8885
0.0009932 0.
399595,3227

001201

14195.4663 17272.1521
0.03820 0.05100
76450.0000 84800.0000
66.5414 71.7197
0.007760 0.009669
0.09507 0.2192
7.1631 8.1399
7.1497 8.1317
5.0000 6.0000
0.9093 0.9321
0.8868 0.9164
312.0000 360.0000
0.08000 0.08000

1669693.4411 1767033.0642

MEAN SD SE
419838.8115 58215.2076 20582.1840
0.002263 0.001890 0.0006682
419829.0296 58211.3717 20580.8278
16408.3388 3196.1063 1129.9942
0.0759¢6 0.05034 0.01780
84100.0000 12152.4836 4296.5518
80.1083 20.0533 7.0899
0.009055 0.001852 0.0006548
0.2215 0.2491 0.08808
8.0705 1.0183 0.3600
8.0606 1.0154 0.3590
5.8750 1.1260 0.3981
0.9385 0.05075 0.01794
0.9189 0.07244 0.02561
336.0000 44.4394 15.7117
0.1012 0.06010 0.02125
1868004.5814 492916.8486 174272.4231

cv
13.8661
83.5239
13.8655
19.4785
66.2633
14.4500
25.0327
20.4539
112.4775
12.6170
12.5967
19.1658
5.4080
7.8830
13.2260
59.3621
26.3873

Q3
454569.8752
0.003747
454560.3919
18956.3500
0.1300
94850.0000
91.4383
.01043
.3974
.7526
L7472
.0000
.9882
.9855
360.0000
0.08000
1983088.0388

©C O W ®©® o o

NTOT

.0000
.0000
.0000
.0000
0000
.0000
0000
.0000
0000
.0000
.0000
.0000
.0000
0000
.0000
0000
.0000

w o W o

MAX
519783.3493
0.005647
519760.6539
19650.2035
0.1460
98000.0000
117.3974

0.
.5734

.6366

.6139

.0000

.9956

.9942
360.0000
0.2500
2900185.3970

©C O W w wo

01082

NOBS

w o WK o

.0000
.0000
.0000
.0000
0000
.0000
0000
.0000
0000
.0000
.0000
.0000
.0000
0000
.0000
0000
.0000
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Annexe 5: Résultats individuels obtenus avec Pkanalix pour le triméthoprime dans le plasma

AUCINF_obs AUC_%Extrap_obs AUClast Cl_obs Clast Cmax
Chevaux (h'ng-mL") (%) (h-ng-mL"") (mL-h™) (ng-mL"") (ng -mL"")
Diedo 2786.5215 0.1027 2783.6605 502045.2990 |0.04000 1830.0000
Kepresh 2505.0587 0.02696 2504.3834 | 599107.7274 |0.02000 |3110.0000
Leridano 3204.3966 0.2304 3197.0147 399950.4889 0.07000 3190.0000
Nobel 2702.7639 0.2933 2694.8212 503817.5874 |0.05500 3860.0000
Phenix 3108.6835 0.06940 3106.5261 424153.8247 0.08000 3320.0000
Pitou 5175.2585 0.04777 5172.7862 263194.5801 0.06000 2550.0000
Quashmir 4145.3890 0.1013 4141.1643 260187.8859 0.05000 4300.0000
Reve 5000.2229 0.07733 4996.3564 295778.8138 | 0.06000 3410.0000
HL_Lambda_z Lambda z MRTINF_obs MRTlast

Chevaux (h) (h) Lambda_z_intercept (h) (h) No_points_lambda_z
Diedo 49.5758 0.013298 -1.9885 2.5881 2.4186 3.0000

Kepresh 23.403¢ 0.02%962 -0.3316 2.2969 2.2561 6.0000

Leridano 73.0967 0.009483 -1.6114 3.3998 2.7762 6.0000

Nobel 100.0994 0.006325 -1.8433 3.2372 2.3260 5.0000

Phenix 18.6922 0.03708 0.1047 2.8564 2.78396 3.0000

Pitou 28.5619% 0.02427 0.0%47% 4.4578 4.382% 4.0000

QuaShmlf 58.5671 0.01184 -1.0772 3.5074 3.2534 5.0000

Reve 44.6678 0.01552 -0.2312 3.7478 3.5708 5.0000

Tlast Tmax Vz_obs

Chevaux Rsq Rsq_adjusted (h) (h) (mL)

Diedo 0.6207 0.2414 96.0000 |0.08000 |35907685.7160

Kepresh 0.8071 0.7588 120.0000 (0.08000 |20228428.0462

Leridano 0.3819 [0.2273 168.0000 0.08000 (42177281.7891

Nobel 0.6037 0.4716 168.0000 (0.08000 |72757731.8500

Phenix 0.8736 |0.7472 72.0000 |0.08000 (11438192.4004

Pitou 0.9862 0.9792 120.0000 (0.08000 |10845243.9155

Quashmir 0.8592 0.8123 168.0000 0.08000 |21984423.0646

Reve 0.9850 0.9800 168.0000 [0.08000 |19060584.0594
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Annexe 6: Résultats moyens obtenus avec Pkanalix pour le Triméthoprime dans le plasma

AUCINF_obs (h'ng'mL ) 2505.0587

AUC_%Extrap_obs (%)

AUClast (h'ng'mL™?%)
Cl_obs (mL'h™%)
Clast (ng'mL™?)
Cmax (ng'mL %)
HL_Lambda_z (h)
Lambda_z (h)
Lambda_z_intercept
MRTINF_obs (h)
MRTlast (h)
No_points_lambda_z
Rsq

Rsq_adjusted

Tlast (h)

Tmax (h)

Vz_obs (mL)

AUCINF_obs (h'ng'mL™*) MEAN

AUC_%Extrap_obs (%)
AUClast (h'ng'mL™?)
Cl_obs (mL'h7*)
Clast (ng'mL™%)
Cmax (ng'mL™?)
HL_Lambda_z (h)
Lambda_z (h?)
Lambda_z_intercept
MRTINF_obs (h)
MRTlast (h)
No_points_lambda_z
Rsq

Rsq_adjusted

Tlast (h)

Tmax (h)

Vz_obs (mL)

0.0269¢6
2504.3834
260187.8859
0.02000
1830.0000
18.6922
0.006925
-1.9885
2.2969
2.2561
3.0000
0.3819
0.2273
72.0000
0.o8000

Q1 MEDIAN
2744.6427 3156.5401
0.05859%9 0.089%62
2739.2409 3151.7704
279486.6969 412052.15¢68
0.04500 0.05750
2830.0000 3255.0000
25.9828 47.1218
0.01066 0.01475
-1.7274 -0.7044
2.7223 3.3185
2.3723 2.7829
3.5000 5.0000
0.6122 0.8331
0.3565 0.7530
108.0000 144.0000
o.o8000 o.o8000

10845243.9155 15249388.2299 21106425.5554

SD

3578.53¢68 1055.5
0.1188 0.0935
3574.5891 1055.8
406029.5259 125500
0.05438 0.0184
3196.2500 757.02
49.5831 27.493
0.01859% 0.0106
-0.8605 0.8758
3.2614 0.6862
2.9717 0.7306
4.6250 1.1877
0.7647 0.2116
0.6522 0.3029
135.0000 38.351
0.08000

29299946.3552 /206962

SE
566 373.195¢6
7 0.03308
144 373.2868
L7080 44371.2012
1 0.006508
31 267.6481
3 9.7203
3 0.00375%
0.309¢
0.242¢6
0.2583
0.419%
0.07481
0.1071
a 13.5594
0 0

35.9228 |7317224.3830

cv
29.
78.
29.
30.
33,
23,
55.
57.
-101.7830
21.
24.
25.
27.
46.
28.

70.

4969
7705
5367
9093
8530
6847
4489
1910

03%0
5843
6808
6703
4430
4087

6357

Q3
4572.80860
0.1665
4568.7603
502931.4432
0.06500
3635.0000
65.8319
0.026%94
-0.06820
3.6276
3.4121
5.5000
0.9293
0.8958
168.0000
0.o8000

39042483.7526 72757731.8500

NTOT
.oooo
.ooo0
.oco0
.oooco
.oco0
.oooco
.ooo0
.oooo
.oooo
.ooo0
.oooco
.ooo0
.ooo0
.ooo0
.ooo0o

.ooo00
.ooo0

0 0 0 M O M 0 M M M 0 W W W o o

MAX
5175.2585
0.2939%
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o.o8000
4300.0000
100.09%4
0.03708
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4.3829%
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0.%800
168.0000
0.o08000

NOBS
.oooo
.o0o00
.oooo
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Annexe 7: Détermination de la pente terminale (lambdaZ) d’élimination de la sulfadoxine dans le plasma pour

chacun des chevaux de I'étude avec Pkanalix
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Légende :
Axe des abscisses : Temps (h) apres 1’injection

Axe des ordonnées : Concentration plasmatique en sulfadoxine

Droite verte : Droite de pente -Az estimée par le logociel a partir des points
sélectionnés (points bleus)
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Annexe 8: Détermination de la pente terminale (lambdaZ) d’élimination du triméthoprime dans le plasma pour

chacun des chevaux de l'étude avec Pkanalix
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Axe des abscisses : Temps (h) apres 1’injection

Axe des ordonnées : Concentration plasmatique en triméthoprime

Droite verte : Droite de pente -Az estimée par le logociel a partir des points
sélectionnés (points bleus)
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Annexe 9: Détermination de la pente terminale (lambdaZ) d’élimination du desméthyltriméthoprime dans le

plasma pour chacun des chevaux de I'étude avec Pkanalix
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sélectionnés (points bleus)

Axe des ordonnées : Concentration plasmatique en desméthyltriméthoprime
Droite verte : Droite de pente -Az estimée par le logociel a partir des points
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Annexe 10: Détermination de la pente terminale (lambdaZ) d’élimination de la sulfadoxine dans les urines pour chacun des

chevaux de I'étude avec Pkanalix
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Axe des ordonnées : Concentration urinaire en sulfadoxine
Droite verte : Droite de pente -Az estimée par le logociel a partir des points

sélectionnés (points bleus)
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Annexe 11: Détermination de la pente terminale (lambdaZ) d’élimination de la sulfadoxine

dans les urines pour chacun des chevaux de I'étude avec Pkanalix

Nobel Reve
10000 1 10000
100 100 1
~ .
o
14 o
L g .
0 200 400 600 800 1,000 1,200 1,400 1,600 ' 0 200 400 600 800 1,000 1200 1,400 1600 '
Pitou Diedo
10000 10000 4
100 1004
°
, ﬂu.\.'_.\.
e
0 200 400 600 BOD 1,000 1200 1400 1600 ' 0 200 400 600 800 1000 1200
Quashmir Phenix
10000 4 10000
100 4 100 4
14 L]
° 14 o
L | .‘“
0 200 400 60O 800 1,000 1,200 1,400 1,600 0 200 400 600 800 1,000 1,200 1,400 1600 '
Kepresh Leridano
4.0004 04]
10000
1000 1000
100 100
10 10
e
.
° 2 . .
. = = hd
.
. .
7
Légende :

Axe des abscisses : Temps (h) apres 1’injection
Axe des ordonnées : Concentration urinaire en triméthoprime
Droite verte : Droite de pente -Az estimée par le logociel a partir des points
sélectionnés (points bleus)
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Annexe 12: Détermination de la pente terminale (lambdaZ) d’élimination du

desméthyltriméthoprime dans les urines pour chacun des chevaux de I'étude avec Pkanalix
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Axe des abscisses : Temps (h) apres 1’injection
Axe des ordonnées : Concentration urinaire en desméthyltriméthoprime

Droite verte : Droite de pente -Az estimée par le logociel a partir des points
sélectionnés (points bleus)
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