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Résumé

Dans les grands élevages d’animaux comme le porc ou le poulet, la majorité des
traitements antibiotiques est distribuée dans la nourriture ou I'’eau de boisson. Si des
études ont déja montré que les habitudes de boisson ou de prise de nourriture pouvaient
influer sur I'exposition au traitement, aucune ne I'a fait a grande échelle et sur plus d’une
journée. Dans cette étude, nous avons suivi et analysé les consommations d’eau d’environ
600 agneaux dans un élevage en concomitance avec des administrations d’antibiotiques
dans I'eau de boisson. Trois antibiotiques ont été administrés, la sulfdiméthoxine, la
tilmicosine et I'oxytétracycline, et a chaque période des prélevements sanguins ont été
faits. Ces données ont été utilisées pour prédire des courbes de concentrations
plasmatiques individuelles et évaluer [I'efficacité des traitements avec Iindex
pharmacodynamique AUC24/CMI et la bactérie Pasteurella multocida.

Le comportement dipsique des agneaux est variable et peu prévisible. Au contraire
des porcs, ce comportement n’est pas constant et les facteurs I'influengant n’ont pas pu
étre identifiés. Les concentrations plasmatiques ont été prédites dans le méme ordre de
grandeur que les concentrations dans les prélevements mais la corrélation avec les
consommations d’eau est restée mauvaise. En prenant comme objectif un index
pharmacodynamique AUC24/CMI de 100, nous avons prédit que les concentrations
atteintes ne permettraient pas de protéger les agneaux contre Pasteurella multocida, et
ce, quel que soit I'antibiotique testé.

Mots clé : pharmacocinétique, antibiotiques, agneaux, élevage, eau de boisson.
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Glossaire

Aire sous courbe (AUC) : Surface calculée sous la courbe des concentrations plasmatiques
d’'un médicament apres administration. L’aire sous courbe a 24 h est cette méme surface
exprimée pour 24 h.

Buvée : Evéenement durant lequel un agneau a bu de I'eau
Comportement dipsique : Comportement lié a la consommation d’eau.

Concentration minimale d’inhibition (CMI): Concentration d’antibiotique a partir de
laquelle aucune croissance bactérienne n’est observée. Elle est déterminée a I'aide d’un
antibiogramme et s’incrémente en puissance de 2.

Intervalle : Temps écoulé entre deux buvées successives.

Modélisation en IPRED : Modélisation ou prédiction pharmacocinétique utilisant les
parametres pharmacocinétiques spécifiques d’un individu.

Modélisation en PRED: Modélisation ou prédiction pharmacocinétique utilisant les
parametres pharmacocinétiques moyens d’une population.

Temps d’attente : Période de temps sans traitement obligatoire entre la derniere
administration d’'un médicament et I'abattage d’un animal ou l'utilisation de denrées
animales tels les ceufs ou le lait. Le temps d’attente permet d’éviter la contamination des
denrées par les médicaments.
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Introduction

Dans les élevages intensifs d’animaux, pres de 70% des traitements antibiotiques
sont administrés par la nourriture ou dans I'eau [1,2]. En raison du grand nombre
d’individus concernés, cette voie est tres privilégiée dans les élevages de porcs, de poulets
ou encore de moutons. Elle assure que tous les animaux soient traités mais ne garantit
pas que les doses recues soient suffisantes. Par leurs habitudes alimentaires, des animaux
peuvent donc étre sous ou sur exposés aux traitements antibiotiques sans pour autant
savoir comment les différencier. Ces aléas peuvent entrainer des échecs dans le cadre des
traitements métaphylactiques, traitement d’un groupe d’individus quand I'un d’entre eux
est diagnostiqué comme étant malade, ou encore des cas de toxicité, le risque a plus long
terme étant I'apparition de bactéries résistantes aux antibiotiques.

Pour ces raisons, plusieurs études se sont penchées sur la description de ces
comportements et les facteurs les influengant. Parce qu’ils pésent le plus dans la balance
économique [3], le porc et le poulet sont les especes les plus étudiées. Il a été observé que
I’age et la hiérarchie ont des influences notables sur la prise de nourriture et d’eau [4,5,6]
puisque des porcs de rang élevé ou plus agés se nourriront plus, et avant les autres. Dans
une autre étude [7] ou 'alimentation a été enregistrée, il a été administré a des porcs une
association de paracétamol et de doxycycline dans les repas. Les dosages sanguins ont
montré que leur exposition pouvait varier fortement selon la quantité de nourriture
ingérée. De méme dans la volaille, il a été montré que chaque animal avait un profil
différent d’alimentation et que, par exemple, des poules pondeuses mangeaient
davantage que des poules a viandes [8].

Ces résultats décrivent dans quelle mesure les comportements individuels peuvent
influencer la prise d’antibiotique et les risques qu’ils peuvent provoquer. Les
recommandations d’utilisation des antibiotiques ne sont pour I'instant pas adaptées pour
lutter contre ces risques. Des données obtenues dans des conditions plus proches de la
réalité que celle utilisées dans les études de développement des médicaments seraient
nécessaires pour mieux évaluer ces risques et trouver des solutions pour améliorer
I’administration des antibiotiques en élevage.

Dans ce document, nous allons décrire les résultats obtenus au cours de plusieurs
suivis dans un élevage d’agneaux. Durant ces expériences, chaque agneau était équipé
d’une puce de reconnaissance radio [9], ce qui a permis de fournir des données
individuelles sur leurs consommations d'eau. Nous avons pu ainsi décrire leur
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comportement et nous avons tenté de comprendre les facteurs influencant ces
consommations. En plus de ce suivi, les animaux ont recu des traitements antibiotiques et
ont subi des prélevements sanguins. Nous avons effectué des prédictions
pharmacocinétiques en utilisant les consommations d’eau comme une estimation des
doses d’antibiotiques ingérées. Grace a cela, nous avons pu construire une évaluation de
I'efficacité des traitements au sein des troupeaux en utilisant le rapport AUC24/CMI
[10,11,12,13] comme marqueur de I'efficacité des produits.
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I. Revue générale de la littérature

1. Considérations sur la pharmacodynamique des antibiotiques

A ce jour, trois principaux criteres pharmacodynamiques sont utilisés pour évaluer
I'efficacité des traitements antibiotiques [11,15] : le rapport AUC/CMI, le pourcentage de
temps au-dessus de la CMI et le rapport de la concentration maximale sur la CMI
(Cmax/CMI). L'utilisation de ces index varie selon la molécule considérée et la sensibilité
des germes a traiter. Ainsi, on définit trois classes différentes d’antibiotiques basées sur
ces valeurs.

Les antibiotiques dits « temps dépendants », dont I'action est liée au pourcentage
de temps au-dessus de la CMI et représentés principalement par les B-lactames, ont une
action bactéricide seulement aprés que le seuil de la CMI a été franchi par les
concentrations plasmatiques. Les posologies pour ces antibiotiques visent a obtenir des
concentrations plasmatiques supérieures aux CMI durant au moins 50% du temps entre
les administrations.

Les antibiotiques dits « concentration dépendants » ont une action liée a la
concentration plasmatique au pic, Cmax, par rapport a la CMlI et présentent généralement
un effet post-antibiotique. Les fluoroquinolones et les aminosides sont les principaux
antibiotiques avec cette caractéristique. Les posologies administrées visent donc a obtenir
des pics de concentrations plasmatiques aussi forts que possible, entre 10 et 100 fois la
CMI selon le pathogéne.

Enfin, les bactériostatiques ou « exposition dépendants » ont une action
bactéricide généralement plus faible, et leur action vise davantage a arréter I'infection
plutdt qu’a I'éradiquer pour laisser le systeme immunitaire du malade s’en charger. Les
macrolides, les tétracyclines et les sulfamides ont des posologies visant a obtenir un ratio
AUC/CMI de 25 a 30 pour les bactéries a gram positif et 100 a 125 pour les bactéries a
gram négatif [14], commePasteurella multocida.

Parce que I’AUC ou la Cmax sont liées a la dose, les posologies en médecine
humaine sont testées et adaptées pour atteindre au mieux ces objectifs de traitement et
assurer un maximum de chances de guérison. Cependant, dans les élevages en batterie
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cette dose est beaucoup plus floue et I'administration d’antibiotiques par I'’eau de boisson
ou mélangés a la nourriture ne permet peut-étre pas une couverture optimale des
animaux.

2. Etudes sur le comportement

Peu d’études se sont penchées sur la description du comportement des moutons
ou des agneaux en élevage. Le porc et le poulet sont des espéeces bien plus étudiées, sans
doute en raison de leurs poidséconomiques supérieurs a celui du mouton, le mouton
représentant a peine plus d’1% de la production de viande en Europe [3]. Néanmoins, les
conclusions sur les habitudes de ces animaux peuvent donner une idée de leur impact sur
un traitement antibiotique en termes de doses recues et a fortiori sur son efficacité.

Dans une étude sur le comportement alimentaire de porc [6], Morgan et al. (2000)
ont suivi la consommation de nourriture de 16 porcs dans des enclos séparés pendant 35
jours, en pesant chaque repas. Cette étude a mis en évidence de maniére certaine une
évolution croissante de la quantité de nourriture ingérée en fonction du temps, du fait de
la croissance des animaux, mais aussi que chaque individu avait un comportement
distinct. L’étude conclut aussi que les phénomeénes a court terme comme le temps entre
deux repas et la quantité ingérée durant un repas sont des phénomeénes aléatoires
pouvant étre décrits par des loi log-normales. Cette étude n’a pas relevé les
consommations d’eau associée et aucun médicament n’a été administré durant le suivi.
De plus, les animaux étaient séparés, ce qui se produit rarement en élevage intensif et
pourrait constituer un biais important.

Morrison et al. (2003) ont décrit comment les conditions d’élevage [6], a savoir la
qualité de la litiere ou le nombre d’animaux par enclos, pouvait changer les habitudes
alimentaires de plusieurs centaines de porcs. Des animaux ayant plus de contacts sociaux
mangent moins souvent mais des quantités plus importantes que des animaux en petits
groupes. De méme, la richesse de la nourriture en graisses et en protéines peut changer
drastiquement les besoins alimentaires et hydriques des porcs sachant que les porcs
consomment un volume d’eau équivalent a trois fois celui de leurs repas.

Soraci et al. (2014) [5] ont montré la présence de moments spécifiques, 8h00 et
16h00, dans la journée durant lesquels les porcs venaient manger davantage. Dans 85%
des cas, la consommation d’eau chez ces porcs se faisaient immédiatement apres
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I'ingestion des repas. Cette étude a aussi montré que l'instauration d’une hiérarchie parmi
les individus entrainait des différences dans la consommation de nourriture, les males
dominants consommant plus de nourriture par repas, environ 30%, que les males
subordonnés. Cette différence était moins forte pour la consommation d’eau.

Les moutons étant une espéce grégaire, on peut supposer qu’il existe de nombreux
comportements sociaux au sein des troupeaux et que l'installation d’une hiérarchie,
méme différente, ait une influence sur I’acces a I’eau et a la nourriture.

Le livre Pig production in Australia [16] décrit que la qualité de I'eau et Ia
température dans un élevage de porc ont une influence significative sur la quantité d’eau
et de nourriture ingérée. En effet, les animaux boivent davantage et se nourrissent moins
a mesure que la température augmente. Le méme effet peut étre attendu pour d’autres
especes.

3. Etudes pharmacocinétiques

Outre I'étude de la hiérarchie, I'’étude de Soraci et al. (2014) [5] a aussi observé
I'impact du comportement lié a l'alimentation sur I'exposition a des antibiotiques
administrés dans la nourriture ou dans I’eau de boisson. Pour cela, de la fosfomycine a été
administrée pendant 5 jours dans la nourriture ou I'’eau de boisson a la dose de 20mg/kg.
Les prélevements sanguins ont montré que les deux voies d’administration causaient une
exposition variable, I'administration par I’eau étant la plus efficace avec une concentration
moyenne plus élevée et une dispersion plus faible. Pour comparaison, des doses uniques
de fosfomycine ont aussi été administrées par voie orale et les courbes de concentrations
plasmatiques obtenues ont montré une tres faible dispersion. La encore, la forme
mélangée a la nourriture présentait des concentrations plus faibles que la solution
buvable.

Dans une étude similaire, del Castillo et al. [7] ont décrit des phénomenes
identiques sur des porcs ayant recu de la doxycycline pendant une journée mélangée a
leur nourriture, avec et sans paracétamol. Le paracétamol était utilisé comme un produit
orexigene puisqu’il diminue les phénomenes inflammatoires anorexigenes. Si aucune
différence notable n’a été observée entre les groupes avec et sans paracétamol, les
dosages de doxycycline ont montré la méme dispersion que dans I'étude de Soraci et al.
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[5]. Dans cette étude, la quantité de nourriture consommée par chaque individu n’a pas
été enregistrée et le traitement n’a été distribué que pendant un repas.

Dans les deux études précédentes, les doses d’antibiotiques recues par la
nourriture n’étaient contrélées que par les animaux eux-mémes et il en a résulté que les
expositions variaient d’un individu a I'autre.

4. Fiches techniques des antibiotiques utilisés dans I'étude

Les données relatives aux antibiotiques adminsitrés durant I’étude, le Trisulmix,
I’Emericid, le Primox et le Tilmovet, sont issues de leur résumé de caractéristiques de
produit respectifs. Les spectres d’action et les mécanismes sont issus des sites Pubchem
et Drugbank [18,19]. Les structures chimiques des molécules sont issues de la
pharmacopée américaine [17].
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Trisulmix
Principe actif : sulfadiméthoxine et triméthoprime

Forme galénique : Solution a diluer pour administration orale dosée a 187.7/40 mg/mL

Formule :
OCH,
00 (XN OCH,
Y/ |
S. P H,CO HN_ _N_ _NH,
N7 N7 SOcH, \\r
H |
~N
HN H,CO
Fig.1 Formules topologiques de la sulfadiméthoxine (a gauche) et du triméthoprime (a
droite)

Espeéces cibles : volailles et lapins, non indiqué dans le traitement des moutons

Spectre : Staphylococcus, Listeria, Escherichia coli, Salmonella, Proteus, Enterobacter,
Bordetella, protozoaires (coccidies)

Mécanisme d’action : action synergique inhibant la synthése de I'acide folique chez les
bactéries et les protozoaires

Dose théorique a administrer : traitement de 3 jours avec une dose de 37.3/8.0
mg/kg/24h durant la période 1

Temps d’attente : 6 a 8 jours selon 'espéce.
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Emericid
Principe actif : sulfadiméthoxine, famille des sulfamides

Forme galénique : solution a diluer pour administration orale dosée a 232 mg/mL

Formule :
OCH3
0O 0 ~N
AL
S ~
N N OCH3
H
H2N

Fig.2 Formule topologique de la sulfadiméthoxine

Espeéces cibles : agneau, chevreau, lapin, veau, volailles

Spectre : coccidies, streptococci, klebsiella, proteus, shigella, staphylococci, escherichia, et

salmonella.
Mécanisme d’action : inhibe la synthéese bactérienne de I’acide folique

Dose théorique a administrer : traitement de 5 jours avec une dose de charge le premier
jour a 55.7 mg/kg/j et une dose d’entretien a 27.8 mg/kg/j en période 2

Temps d’attente : 12 jours

18



Primox
Principe actif : oxytétracycline, famille des tétracyclines
Forme galénique : poudre a dissoudre a 500 mg/g

Formule :

HO Tﬁl HO O 0O

Fig.3 Formule topologique de |'oxytétracycline

Espeéces cibles : Veaux, agneaux, chevreaux, porcins, lapins et volailles.

Spectre : germes a gram négatif et positif dont : Mycoplasma pneumoniae, Pasteurella
pestis, Escherichia coli, Haemophilus influenzae et Diplococcus pneumoniae

Mécanisme d’action : inhibition de la sous unité 30S du ribosome bactérien ce qui inhibe
la synthése protéique

Dose théorique a administrer : traitement de 5 jours avec une dose de 50 mg/k/24h
durant la période 3

Temps d’attente : 7 jours
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Tilmovet
Principe actif : tilmicosine, famille des macrolides
Forme galénique : solution a diluer pour administration orale dosée a 250mg/mL

Formule :

HO
CH
H,CO OCH,

Fig.4 Formule topologique de la tilmicosine

Espeéces cibles : Poulets, dindes, porcins et bovins (veaux), non indiqué dans le traitement
des moutons

Spectre : germes a gram positif, Mycoplasma et certains germes a gram négatif dont
Hemophilus somnus, Mannheimia (Pasteurella) hemolytica et Pasteurella multocida.

Mécanisme d’action : inhibition de la sous unité 50S du ribosome ce quiinhibe la synthese
protéique

Dose théorique a administrer : traitement de 5 jours dans avec une dose de charge a 50
mg/kg/24h le premier jour puis une dose d’entretien a 25 mg/kg/24h durant la période 3

Temps d’attente : 42 jours pour les veaux, entre 14 et 19 jours pour les autres espéces.

20



II. Méthodes

Les animaux

Les agneaux ont été suivis dans un atelier completement fermé et équipé d’un
systeme d’aération visant a garder la température stable en toute saison. Environ 600
agneaux ont été suivis sur 3 périodes différentes, toute durant la phase dite
d’engraissement. Les agneaux étaient regroupés dans des loges a raison de 100 agneaux
par loge. Le sexe ratio dans les enclos était toujours de 1. Les agneaux étaient de race
Lacaune, race produisant de la laine et de la viande. lls sont arrivés dans I'élevage juste
apres sevrage a un age d’environ un mois et demi. L’age exact et la qualité du sevrage chez
chaque agneau n’ont pas été enregistrés.

Plan de I'étude

Chaque loge contenait deux abreuvoirs pouvant étre de deux types: a niveau
constant ou a poussette. Les abreuvoirs a niveau constant étaient installés pendant les
deux premieres périodes. lls fonctionnaient en maintenant par défaut un niveau constant
d’eau dans I'abreuvoir. L'architecture de cet abreuvoir posait cependant probleme car
plusieurs agneaux ont été observés en train de boire en méme temps dans le méme
abreuvoir. Par ailleurs, il était suspecté que ce systeme manquait de précision sur le
volume consommeé. Pour ces raisons, ces abreuvoirs ont par la suite été remplacés par des
abreuvoirs a poussoir, mieux protégés et activés par le museau des agneaux venus boire,
pour une mesure du volume consommé plus précise.

Tous les antibiotiques ont été administrés dans I'eau de boisson a partir d’un
réservoir dédié. Le contenu du réservoir était dilué avant d’arriver aux abreuvoirs afin
d’obtenir les concentrations thérapeutiques. L’administration des traitements s’est faite
a une période ou les animaux étaient considérés comme sains, et aucun autre traitement
n’a été administré de maniere concomitante. Il s’agissait donc d’une étude expérimentale
et les traitements n’ont pas été administrés dans le cadre de leur utilisation normale.

Pour la détection et le suivi, chaque agneau a été tagué a 'oreille avec une puce
radiofréquence individuelle (RFID) pouvant étre détectée au niveau d’un abreuvoir.
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Plan de traitement

La premiere période s’est déroulée au cours du mois de Mai 2016 sur 11 jours.
L'antibiotique utilisé était le Trisulmix, une association de triméthoprime et de
sulfadiméthoxine. Le traitement a débuté le 4°™ jour et s’est achevé le 7°™¢ jour pour les
2 loges. Des prélevements sanguins ont été effectués a J5, J6 et J7 sur tous les agneaux de
la loge 1. L'eau de boisson a été prélevée plusieurs fois par jour du début du traitement a
la fin de I'étude, soit de J4 a J11. La concentration de Trisulmix visée dans les abreuvoirs
était de 80.0/373.4 pg/mL (triméthoprime/sulfadiméthoxine) pour une consommation
attendue de 2.5 L d’eau par jour et par agneau. Les agneaux pesant environ 25 kg, la dose
administrée était donc de 8.0/37.3 mg/ kg /j. Bien que I’eau de boisson ait été prélevée et
dosée pour les deux molécules, seule la sulfadiméthoxine a été dosée dans le plasma des
agneaux.

La deuxieme période d’expérimentation s’est étalée de la mi-Octobre a la mi-
Décembre 2016, soit une période d’environ 60 jours. L'antibiotique distribué dans cette
période a été la sulfadiméthoxine (Emericid) seule de J31 a J36 pour les deux loges.
L’administration s’est déroulée en deux temps. Le premier jour, une dose de charge de
55.7 mg/kg a été administrée avec une concentration dans les abreuvoirs de 557.6 ug/mL.
La dose a ensuite été diminuée a 27.8 mg/kg pendant les quatre derniers jours a une
concentration de 278.4 pug/mL. Seuls les agneaux de la loge 1 ont été prélevés, en 8
occasions de J31 a J40. L'eau de boisson a été prélevée pour dosage tous les jours apres
le début du traitement pendant 10 jours. Durant cette période, le poids des agneaux a été
enregistré a trois reprises avant le traitement antibiotique.

La derniere période s’est déroulée de Février a fin Mars 2017, sur 38 jours. Les
antibiotiques distribués ont été |'oxytétracycline, dans la loge 1, et la tilmicosine
(Pulmotil), dans la loge 2 de J15 a J20. L'oxytétracycline a été administrée a une dose de
50 mg/kg/j avec une concentration dans I'eau de 500 pg/mL. La tilmicosine a été
administrée dans I'eau de boisson avec un schéma contenant une dose de charge le
premier jour a 50 mg/kg puis 25 mg/kg les jours suivants. Les 200 agneaux ont été prélevés
par groupe de 50, trois fois pour I'oxytétracycline et quatre fois pour la tilmicosine soit
respectivement 6 et 8 séries de points. L'eau a été prélevée pour dosage jusqu’a 10 jours
aprés le début du traitement.

Les traitements ont été débutés le matin a partir de 7h dans toutes les loges
concernées et renouvelés toutes les 24h a I'exception de I'oxytétracycline qui a été
renouvelée toutes les 12h.
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Méthode de dosage

Tous les prélevements de sulfadiméthoxine ont été dosés par la méthode HPLC/UV
avec une limite inférieure de quantification a 1 ug/mL. Les autres antibiotiques ont été
aussi dosés par la méthode HPLC/UV avec une limite inférieure de quantification de 0.02
ug/mL pour la tilmicosine et 0.005 pg/mL pour I'oxytétracycline.

Recueil des données

Les données ont été consignées sous le format Excel, a raison d’un fichier par jour.
Une ligne ou un enregistrement représentait le numéro de la puce radio détectée, le
numeéro de I'abreuvoir, I'heure, la durée de détection et la quantité d’eau consommée lors
d’un événement. Avant d’étre analysé avec R, chaque fichier a été vérifié et les données
aberrantes ont été corrigées. Ces données étaient soit des observations nulles avec une
heure aberrante, soit des observations non nulles avec des heures ne se suivant pas et
résultant d’un arrét de I'enregistrement non documenté.

Apres correction de ces erreurs, les fichiers ont été rassemblés en un seul tableau
contenant les dates de chaque évenement. Ce tableau a ensuite été importé dans R,
logiciel utilisé pour les analyses.

Aprés importation, les individus ont été triés de facon a en retirer certains. Le
nombre d’individus utilisé pour les analyses était toujours inférieur aux 200 agneaux
attendus : Dans la premiére période, le nombre d’individus analysés était 196. En seconde
période, le nombre d’individus gardé a été de 191 agneaux. Enfin, en troisieme période,
nous avons conservé 175 individus.

Les raisons pour lesquelles certains individus ont été retirés étaient :

- Les enregistrements de ces agneaux étaient trop sporadiques.
- Les individus n’appartenaient pas au troupeau étudié (troupeau partant ou
arrivant).

Certaines puces radios n’ont pas été détectées par les fontaines, ils ne sont donc pas
apparus dans les enregistrements et ont été omis mécaniquement.
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D'autre part, toutes les détections associées a une consommation de 0, ce qui
représentait entre 15 et 20% du total des évenements ont été supprimées du fichier de
données. Cette modification n’a pas été considérée comme pouvant avoir un impact sur
les observations ultérieures, qu’il s’agisse de I’analyse comportementale ou de la
modélisation pharmacocinétique. La derniere modification des données a consisté, pour
chaque individu, a concaténer tous les événements espacés de moins de 15 min en un
seul éveénement. Ces observations représentaient environ 10% du total précédent.

Analyse comportementale

La premiere partie de I’étude a consisté en I'analyse du comportement dipsique
des agneaux enregistrés. Comme décrit dans Colin A. Morgan et al. [6], nous avons tout
d’abord caractérisé ces comportements au niveau global puis au niveau individuel en
décrivant les moyennes et distributions du nombre de buvées et des volumes bus. Nous
avons cherché une relation entre les volumes consommeés et le temps écoulé entre chaque
buvée ainsi qu’entre le nombre de buvées et le volume total bu dans une journée. Enfin,
nous avons caractérisé la présence d’un cycle circadien a partir de I’équation suivante :

j=n
Vi i
V(i h) = Z(V(i,j, h) — %))/n
j=1

Formule de la saisonnalité ou i est I'individu, j est le jour, h est la tranche horaire, V(i,j)
est le volume consommé au jour j, V(i,j,h) est le volume consommé dans la tranche
horaire de ce jour par un individu et V(i,h) le volume relatif bu par rapport a V(i,j)/24.

Cette équation décrit les fluctuations du volume réellement consommé a chaque
heure, V(i,h) en les moyennant sur n jours d’observation. Pour plus de clarté, chaque
courbe est centrée sur 0 en soustrayant le volume moyen bu par heure, V(i,j)/24, aux
fluctuations.
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Une fois ces comportements décrits, nous avons recherché quels facteurs
pouvaient influer sur la consommation d’eau des agneaux, notamment |’'age, comme
Morgan et al. [6] ou |la température [16]. Les données météorologiques ont été collectées
sur le site http://www.infoclimat.fr, a la station de Carcassonne, la plus proche de
I’élevage. Ces données ont permis de développer des modeles prédictifs sur la quantité

d’eau consommeée par les agneaux chaque jour au niveau global et individuel.

Analyse pharmacocinétique

La seconde partie de I'étude était focalisée sur la caractérisation de I'impact du
comportement dipsique des agneaux sur leur exposition a des antibiotiques distribués
dans l'eau. Pour ce faire, nous avons simulé les concentrations plasmatiques
d’antibiotiques en utilisant des modeles pharmacocinétiques issues de la littérature
(PRED), et les consommations d’eau associées a chaque agneau durant la période de
traitement. Ces prédictions ont d’abord été comparées visuellement aux données
expérimentales et certains parametres pharmacocinétiques ont été ajustés au besoin.
Nous avons ensuite utilisé ces nouvelles valeurs de base pour calculer les parametres
pharmacocinétiques individuels (IPRED) et la corrélation entre les concentrations prédites
et expérimentales.

Pour construire les modeéles pharmacocinétiques, nous nous sommes appuyés sur
la littérature déja existante et sur des expériences menées en laboratoire dans I'unité. Une
expérience visant a caractériser la pharmacocinétique de la sulfadiméthoxine chez
I'agneau avait déja été effectuée en laboratoire. Le modele retenu pour modéliser la
pharmacocinétique d’une forme orale était un modéle mono-compartimental avec une
phase d’absorption (voir Fig.5). Les doses administrées lors de cette expérience étaient de
25 mg/kg.

Dans le cas de |'oxytétracycline et de la tilmicosine, aucune étude décrivant la
pharmacocinétique des formes orales de ces antibiotiques chez le mouton n’a été
trouvée. Par conséquent, les parameétres pharmacocinétiques utilisés dans les modeles
sont issus de formes sous cutanées pour la tilmicosine et intraveineuse pour
I"oxytétracycline [20-27]. Dans le cas de la tilmicosine, la seule étude pharmacocinétique
est une analyse non compartimentale d'une forme sous cutanée [20]. Pour
I’oxytétracycline, la pharmacocinétique d’une forme intramusculaire a été décrite par un
modele monocompartimental avec une phase d’absorption [26]. Devant ces études, nous
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avons choisi en premiere approximation de simuler les concentrations de ces
antibiotiques avec des modeles monocompartimentaux avec phase d’absorption.

L’équation décrivant une cinétique mono-compartimentale avec une phase
d’absorption est I’équation dite de Bateman (Fig.5). Avec cette équation, et les données
de consommations individuelles, nous avons simulé les concentrations plasmatiques. Les
doses regues par les agneaux n’étaient ni fixes ni régulieres dans le temps. La dose a donc
été représentée sous la forme d’un vecteur et lors de la simulation, la courbe finale était
I’addition des courbes calculées a partir de ces doses individuelles. Cette opération repose
sur le principe de superposition et sur I’"hypothése que I'absorption et I’élimination sont
des phénomenes constants dans le temps et quelle que soit la dose.

Concentration plasmatique = dose*F *Ka * (exp(-Ka*t)-exp(-Ke*t))
VD*(Ke-Ka)

Volume x Concentration

Ka Ke
ol i

-dose représente la quantité recue d’antibiotique en ug en fonction du volume bu et
de la concentration dans 'abreuvoir

-F est la biodisponibilité en %

-VD est le volume de distribution en mL

-Ka est la constante d’absorption en h!

-Ke est la constante d’élimination avec Ke = Clairance/VD en h

Fig.5 Description du modele pharmacocinétique
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Les parametres concernant la biodisponibilité et I'absorption de I'oxytétracycline
proviennent du résumé des caractéristiques du produit. Aucune étude caractérisant
I’absorption de la tilmicosine ou sa biodisponibilité en voie orale n’a été trouvée chez le
mouton ou le porc. Le résumé des caractéristiques du produit décrit une absorption rapide
et une étude chez le poulet donne une biodisponibilité de 30% [24]. En I"absence de
données supplémentaires, nous avons utilisé cette valeur bien que les especes soient tres
différentes.

Parametres Oxytétracycline [26,27] Sulfadiméthoxine Tilmicosine [20,24]
Clairance (L/h/kg) 0.143+0.011 0.054+0.015 0.68+0.128

VD (L/kg) 0.70£0.138 1.18%0.25 3316.36
Demi-vie (h) 4.0+0.56 15.94+2.84 34.1+8.1

Ka (h-1) 0.28 0.92 0.46

F (%) 60 100 30

Tab.1 Paramétres moyens * écart-type des modeles pharmacocinétiques

Les prédictions pharmacocinétiques ont été réalisées avec les parametres moyens
(PRED) et avec des parametres individuels par analyse bayesienne (IPRED). Pour calculer
les IPRED, nous avons calculé les clairances et volumes de distribution pour chaque
individu en minimisant la fonction objective suivante :

Y (Yobs — Ycalc)? CL—CLm \* VD —VDm \?
F.0.= ( ) + ( )

= +
CV(Yobs) xYcalc?> \CV(CL) x CLm CV(VD) *VDm

Formule de la fonction objective avec :
-Yobs, les concentration expérimentales
-Ycalc, les concentrations simulées aux temps des prélevements
-CL et VD, les valeurs de clairance et de volume de distribution testées
-CLm et VDm, les valeurs de clairance et de volume de distribution moyennes
-CV(Yobs,CL,VD), les coefficients de variation de Yobs, CL et VD

Les aires sous courbe (AUC) ont été calculées avec la méthode des trapézes sur les
périodes de traitement et sont exprimées en aire par 24 h.
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Analyse pharmacodynamique

Le dernier objectif de |'étude était de décrire |'efficacité de la couverture
antibiotique des agneaux lors du traitement. Pour cela, nous avons choisi d’utiliser le
rapport aire sous courbe a 24h / concentration minimale d’inhibition (AUC24/CMI) que
plusieurs études décrivent comme étant I'index pharmacocinétique/pharmacodynamique
le mieux corrélé a I'efficacité des trois antibiotiques étudiés [10,11]. Cet indice était aussi
le plus facile a utiliser, compte tenu du format de I'administration, comparé a la
concentration maximale car les aires sous courbe étaient plus faciles a obtenir a I'issu de
la modélisation.

Pour visualiser I'efficacité des traitements, nous avons construit une échelle basée
sur l'index AUC24/CMI en utilisant la distribution des CMI pour les différents
antibiotiques, obtenue sur le site de 'EUCAST [28], et les AUC calculée dans les prédictions
précédentes. Nous avons utilisé les CMI de Pasteurella multocida, une bactérie gram
négatif responsable d’infection pulmonaire dans les élevages comme sujet de test et le
critere caractérisant 'efficacité des traitements était le pourcentage d’atteinte d’un
rapport AUC24/CMI de 100 [14].

28



29



III. Résultats

1. Etude du comportement dipsique des agneaux

a) Description du comportement

Répartition de la consommation quotidienne, période 1
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Fig.6 Consommations quotidiennes sur la période 1. En bleu, les consommations
totales par jour et par agneau, en rose, lintervalle comprenant 90% des
consommations, en blanc, la courbe des moyennes locales

La quantité bue par les agneaux était tres variable d’un individu a l'autre et
différente chaque jour (fig.6,7). Il n’a pas été possible de construire des classes d’agneaux
en fonction du volume d’eau consommé par jour en raison de sa trés grande variabilité.
Tres fréqguemment, des agneaux ayant une consommation supérieure aux autres pendant
quelques jours pouvaient voir leur consommation chuter pour devenir presque nulle et
vice versa. Globalement, la consommation moyenne était trés inférieure a la
consommation attendue de 2.5 litres par jour, comme décrit dans le tableau (Tab.2).
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Fig.7 Consommations quotidiennes sur les périodes 2 et 3
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Volume moyen sur

Valeurs extrémes en

Fréguence moyenne

la période en litres | litres en buvées par jour
Période 1 2056 0-9780 4.3
Période 2 1336 0-10970 4.1
Période 3 1727 0-11000 4.5

Tab.2 Récapitulatif des consommations sur les 3 périodes

A chaque période, entre 3 et 6 agneaux chaque jour n’avaient pas de

consommations d’eau enregistrées. Certains agneaux présentaient méme ce phénomene

plusieurs fois dans la période. A l'inverse, il a été observé plusieurs consommations

supérieures a 8 L par jour, ce qui est inattendu compte tenu que le poids moyen attendu

des agneaux était de 20 a 25 kg seulement.
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Distribution du nombre de buvée par jour
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Fig.8 Distribution des fréguences de buvée par jour dans la seconde période

En moyenne, le nombre d’événements enregistrés par jour était de 1000, avec un peu
plus de quatre buvées par agneau et par jour. La répartition du nombre de buvées est
distribuée selon une loi proche de la loi log-normale avec un paramétre sigma de 3/2 et
une moyenne de 4 (fig.8). La majorité des caractéristiques a venir suivent aussi des loi
log-normales comme dans I'étude de Morgan et al. (2000) [6]. De la méme fagon, nous
pouvons observer que la distribution est perturbée par la présence des évenements de
faible intensité qu’il s’agisse des absences d’observations dans une journée ou des petites
consommations quotidiennes (fig.9).
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Répartition des consommations quotidiennes
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Fig.9 Répartition des consommations quotidiennes avant et apres
retrait des consommations de moins de 100 mL

La distribution des intervalles entre les buvées présente une distribution trés
similaire a celle des consommations quotidiennes. De méme, la correction des petits
intervalles change la distribution en faisant disparaitre le pic initial. La distribution du
volume bu par événements, apres retrait des évenements avec un volume nul, présente
aussi une distribution de type log-normale mais de paramétre sigma de valeur 10 (fig.10).
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Fig. 10 a et b : Répartition des intervalles entre les buvées avant et apres
retrait des intervalles inférieurs a 15 min (réduction).
c : Répartition du volume d’eau bu a chaque événement
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Un phénomeéne pouvant perturber les analyses a été la présence de plusieurs
enregistrements au méme abreuvoir et ce au méme instant. |l a été observé environ 6.5%
d’observations avec cette caractéristique quelle que soit la période d’observation. Cette
observation montre que le systeme d’enregistrement n’est pas sans risque d’erreur quant
a I'attribution des observations aux individus. Ce phénomeéne reste dans une proportion
faible mais peut avoir un impact sur le calcul des doses recues lors de la modélisation
pharmacocinétique.

Apres avoir caractérisé la consommation des agneaux de maniere descriptive, nous
avons recherché des comportements dipsiques plus particuliers, comme la présence de
cycles, de compensations ou de liens avec des facteurs extérieurs.

Tout d’abord, nous avons recherché la présence d’un lien entre l'intervalle de
temps entre deux buvées et le volume de la seconde buvée. L’hypothese était la présence
d’'un mécanisme de compensation lié a l'intervalle de temps entre deux buvées. Comme
on le voit sur la figure 11 (Fig.11), il n’y a pas de relation évidente pouvant valider cette
hypothese. De méme, nous avons testé le lien entre le volume des buvées et I'intervalle
de temps avant les buvées suivantes. Aucun de ces tests n’a donné de résultats montrant
un quelconque phénomene de compensation entre les évéenements. La méme conclusion
peut étre faite sur le temps passé a |I'abreuvoir durant une buvée et la quantité d’eau
ingérée.
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Relation entre consommation et intervalle écoulé
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En revanche, il y a une relation croissante entre le nombre de buvées par jour et la
consommation dans la journée (fig.12). Si la relation entre le nombre de buvées par jour
et la longueur des intervalles est logique, celle entre le nombre de buvée par jour et la
quantité totale d’eau consommeée ce jour indique que la consommation quotidienne
pourrait étre liée a ce nombre de buvées par jour.

Relation entre le nombre de buvée et la consommation d'eau
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Fig.12 Graphique du volume bu dans la journée face au nombre de consommation.
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b) Cycle circadien

Rythme circadien

0 100 200

Volume bu relatif (mL)

-100

-200

5 10 15 20

Heures

Fig.13 Cycles circadiens individuels de la consommation en eau des agneaux

Comme pour les consommations d’eau, le cycle circadien (fig.13) est différent pour
chaque agneau. En revanche, tous les cycles suivent la méme tendance avec une
consommation d’eau plus importante entre 10h et 20h et une consommation plus faible

durant la nuit. Deux pics de consommation sont observables aux alentours de 12h et de
16h.
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Corrélation entre fréquence de buveée et rythme circadien
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Fig.14 Tendance moyenne du cycle circadien (en noir) et nombre de buvées a chaque
heure (en rouge)

Il s’est avéré que le facteur le plus corrélé au cycle circadien était le nombre par
heure de buvées. En effet, la régression linéaire a montré que le nombre de visite par
heure expliquait 90% des variations du rythme circadien global (fig.14). Cela signifie, aprés
vérification, que la consommation d’eau moyenne par événement ne change pas au cours
de la journée mais bien que les agneaux viennent boire moins souvent la nuit. Un tel cycle
n’avait encore jamais été mis en évidence chez le mouton, probablement parce que si on
observait bien une baisse de fréquentation des abreuvoirs la nuit, I'amplitude de cette
baisse restait trop faible pour suggérer I'existence de ce cycle.
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c) Prédiction des consommations globales avec la température et I'age

Nous avons aussi supposé que la consommation globale était liée a la température
extérieure et a I'age selon ce modele :

Consommation quotidienne moyenne = 22.8*j+ 99T + 936

Formule du modele de prédiction des consommations quotidiennes avec
-j, le jour de I'observation a partir de I'inclusion
-T, la température minimale enregistrée a la station météorologique

Ce modele suggere une évolution constante de la consommation moyenne en
fonction de I'age, a raison d’une augmentation de 22.8 mL par jour et de la température
avec une augmentation de 9.9 mL par degré Celsius. Ces coefficients abondent dans le
sens des observations réalisées par Morgan et al. (2000) [6] chez les porcs mais avec des
proportions différentes.

Comparaison des températures a |'élevage
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Températures minimales a la station météorologique

Fig.15 Comparaison des températures entre la station météo et I'élevage

La comparaison des températures relevées dans |'élevage durant la troisieme
période et celle enregistrées a la station n’a pas montré de relation significative (fig.15),
ce qui était attendu compte tenu du fait que la température interne de I'élevage était
constante. Les températures n’ont pas été assez relevées sur le site pour pouvoir étre
utilisées dans le modele précédent.
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Consommation moyenne vs température, période 2 .
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Fig.16 Modélisation de la consommation moyenne en période 2
En haut : Courbe des températures minimales
En bas : en noir, courbe moyenne des consommations quotidiennes et en vert, avec le
modele

La corrélation avec le modele était trés importante avec un R? de 0.96 pour un
modele incluant les températures minimales et le jour (fig.16) sur la seconde période.
Nous avons testé ce modele pendant la derniere période d’enregistrement, avec moins
de succes, pour un R?de 0.5 (fig.17). Au vu de ces résultats, il n’a pas pu étre confirmé que
la température jouait un réle constant et prédictible dans I’évolution des consommations
moyennes.
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Consommation moyenne vs température, periode 3
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Fig.17 Modélisation de la consommation moyenne en période 3
En haut : Courbe des températures minimales
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le modeéle
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d) Consommations et prédictions des consommations individuelles
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Fig.18 Exemples de consommations quotidiennes d’agneau choisis au hasard durant Ia

période 3
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Comme suggéré en 1.a, la consommation d’eau des agneaux est tres variable et
change quotidiennement (fig.18). La forme en dent de scie de ces relevés et les brusques
changements de tendances rendent difficile I’établissement de modeles prédictifs mais
peuvent suggérer une forme de mécanisme d’autorégulation de la consommation d’un
jour a l'autre.

Pour tenter de prédire les consommations individuelles, nous avons testé un
modele exploitant les consommations des deux jours précédents (fig.10). Parce que nous
n’avons pas pu confirmer l'influence de I’age ou de la température, ces variables n’ont pas
été retestées. Ce modele reposait donc sur I’"hypothése d’une compensation a court terme
de la consommation quotidienne d’eau de chaque agneau. Deux intervalles de prédiction
ont été testés, 'additif, construit en ajoutant le 5°™¢ et 95°™¢ percentile de la différence
entre le modele et la courbe expérimentale a la courbe du modele et le multiplicatif,
construit en multipliant la courbe du modéle par le 5°™¢ et 95™¢ percentile du rapport
entre le modeéle et la courbe expérimentale.

Volume(j) = a+ b * Volume(j — 1) + ¢ * Volume(j — 2)

La vérification visuelle (fig.19) a montré que si ce modele pouvait parfois suivre les
tendances au long terme avec un temps de retard, il était incapable de prédire les
variations brutales. L'intervalle de prédiction a 90% est resté trop large, signifiant qu’il
était impossible de prévoir précisément les consommations individuelles avec ce type de
modele. On remarquera toutefois que le I'intervalle de prédiction basé sur la différence
(additif) entre volume prédit et volume mesuré est |égérement plus étroit et plus a méme
de contenir les consommations faibles que celui basé sur le rapport des deux
(multiplicatif).
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Fig.19 Visualisation du modeéle de prédiction des consommations individuelles. En bleu,
les consommations quotidiennes enregistrées, en rose, I'intervalle de prédiction a 90%,
en blanc, les consommations attendues
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2. Modélisation pharmacocinétique

a) Résultats expérimentaux et prédictions avec la sulfadiméthoxine sur la
période 1

Durant la premiere période, I'administration de Trisulmix dans I'eau a été perturbée
par une interaction physico-chimique causant la précipitation du triméthoprime et des
fluctuations trés importantes dans les concentrations de I'antibiotique, a la fois dans le
temps et entre les abreuvoirs. Pour cette raison, aucune simulation n’a pu étre faite pour
cette expérience.

Dosage du triméthoprime dans l'eau
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Fig.20 Dosage du triméthoprime dans I’eau de boisson. En bleu, les concentrations dans
I’eau, en rouge les concentrations cibles
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Dosage de la sulfadiméthoxine dans l'eau
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Fig.21 Dosage de la sulfadiméthoxine dans |'eau de boisson

La précipitation du triméthoprime a engendré des concentrations trées faibles par
rapport a celles attendues (fig.20) et a perturbé les concentrations en sulfadiméthoxine
(fig.21) dans les abreuvoirs. De plus, le triméthoprime a mis un temps important a devenir
indétectable dans I’eau de boisson, ce qui pourrait en pratique avoir une influence sur le
temps d’attente avant I'abattage et la commercialisation des animaux.
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Fig.22 Résultats expérimentaux des dosages plasmatiques en sulfadiméthoxine

Les dosages plasmatiques en sulfadiméthoxine (fig.22) montrent une grande
dispersion des concentrations avec pour les concentrations les plus tardives, des valeurs
allant du simple au quadruple, avec des coefficients de variation entre 20 et 30%. Ces
dispersions sont en accord avec les observations déja réalisées lors des études sur les
porcs. On peut aussi observer une croissance constante au cours du temps des
concentrations plasmatiques. Ce phénomeéne a motivé I'application d’'une dose de charge
lors de la seconde période pour atteindre I’état d’équilibre plus rapidement.

49



b) Résultats expérimentaux et prédictions avec la sulfadiméthoxine sur la
période 2

Dosage de la sulfadiméthoxine dans |'eau
600

500

400

Concentrations en sulfadiméthoxine (ug/mL)
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Fig.23 Dosage de la sulfadiméthoxine dans I'eau de boisson

Durant cette période, la sulfadiméthoxine a été administrée seule dans |'eau.
Aucune précipitation du produit n’a été observée durant le traitement. Les concentrations
dans les abreuvoirs étaient beaucoup moins fluctuantes que lors de la premiére période

(fig.23). Cependant, la dose de charge prévue le premier jour n’a pas été completement
atteinte.

La concentration est devenue indétectable dans les abreuvoirs dans les 24 heures
apres la fin du traitement, plus rapidement qu’a la premiere période.

Un arrét des enregistrements s’est produit pendant cette période, deux jours aprés
le début de I"'administration de la sulfadiméthoxine. Bien que les prélevements se soient
passés comme prévu et que la concentration dans les abreuvoirs ait été plus stable,
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I'impact de cet arrét sur les prédictions était important. Pour y remédier, les
consommations manquantes ont été remplacées par celle d’'un autre jour. Les
consommations individuelles n’ayant pas pu étre prédites de maniéere efficace, ces valeurs
de remplacement ne correspondaient probablement pas aux vrais volumes bus durant
cette période par les agneaux.

Prédiction des concentrations en sulfadimethoxine en PRED

150
|

100
I

[e)

Concentration plasmatiques (ug/mL)
50
|

Temps en jours

Fig.24 Modélisation en PRED des concentrations plasmatiques en sulfadiméthoxine. En
noir, les courbes prédites, en bleu foncé, les points expérimentaux avec la moyenne en
violet, en bleu clair, la délimitation du traitement, en rose, l'intervalle contenant 90%
des prédictions avec en blanc, la médiane

Les concentrations plasmatiques mesurées durant cette période étaient deux fois
moindres comparées a celle de la premiére période (fig.24). Ce phénomene s’explique
d’abord par la dose d’entretien qui était inférieure mais aussi par la différence dans les
consommations moyennes, celles de la période 1 étant plus élevées. Les concentrations
sont montées plus rapidement qu’en premiere période et ont atteint un plateau plus tot
grace a la dose de charge.

Les prédictions avec les parameétres moyens (PRED) ont sous-estimé par un facteur
3 les concentrations plasmatiques en sulfadiméthoxine (fig.25) et ce malgré le fait que les
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parameétres pharmacocinétiques n’était pas issus de la littérature mais bien d’expériences
réalisées par la méme équipe sur des agneaux similaires. Pour ajuster les données, nous
avons changé les valeurs moyennes de clairance et de volume (tab.3).

Littérature Expérimental
Volume de Distribution | 1.18+0.25 0.53%0.21
(L/kg)
Clairance (L/h/kg) 0.054+0.015 0.02+0.01
Biodisponibilité (%) 100 100
Tab.3 Récapitulatif des parametres pharmacocinétiques pour la sulfadiméthoxine

En faisant ces corrections, nous avons observé que la prise en compte des
consommations individuelles d’eau permettait de décrire les concentrations de
sulfadimethoxine. Toutefois, 'intervalle de prédiction obtenu avec cette méthode était
plus large que la dispersion des données expérimentales. De plus, le R? de 0.27
caractérisait une mauvaise corrélation entre les points simulés et expérimentaux. Pour
améliorer cette corrélation, les valeurs disponibles de poids ont aussi été incluses dans le
modeéle pour moduler les parametres individuels. Cette covariable n’a pas été conservée
car son effet était marginal.

Pour diminuer la variabilité des prédictions, nous avons refait ces prédictions avec
adaptation bayésienne des parameétres pharmacocinétiques de chaque individu (IPRED,
fig.26) en excluant les résultats des jours manquants dans les calculs. L'intervalle de
modélisation autour des points restants s’est resserré pour englober correctement les
points expérimentaux et la corrélation a augmenté pour atteindre 53% (fig.26).

Au total, des prédictions ont été faites pour 92 individus. Les raisons pour lesquelles
8 individus ont été exclus étaient I'absence de consommations associées sur la période ou
I’absence de prélévements sanguins pour ces agneaux.
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Prédiction des concentrations en sulfadimethoxine en IPRED
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Fig.25 En haut: Modélisation en IPRED des concentrations plasmatiques en
sulfadiméthoxine

En bas : Diagnostique des concentrations plasmatiques observées et simulées
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c) Résultats expérimentaux et prédictions avec la tilmicosine en période 3

Dosage de la tilmicosine dans I'eau
600

500
400

N A o]
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Concentrations en tilmicosine (ug/mL)

100

15 16 17 18 19 20 21
Jours

Fig.26 Dosage de la tilmicosine dans I’eau de boisson

Les concentrations de tilmicosine dans les abreuvoirs (fig.26) ont été stables
pendant le traitement et ont rapidement disparu aprés l'arrét. Comme pour la
sulfadiméthoxine dans la période précédente, la concentration de charge n’a pas été
complétement atteinte mais la concentration cible a par la suite été efficacement
conservée.
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Prédiction des concentrations en tilmicosine en PRED
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Fig.27 Modélisation en PRED des concentrations plasmatiques de tilmicosine

Pour les 3 groupes prélevés apres la fin du traitement les concentrations
plasmatiques de tilmicosine n’étaient pas détectables. De méme pour le premier groupe,
seules deux concentrations ont pu étre quantifiées et plusieurs prélevements dans les
groupes restants étaient aussi non quantifiables voire non détectables. La modélisation
en PRED a fourni des courbes en moyenne 3 a 4 fois supérieures aux concentrations
expérimentales (fig.27). Pour ajuster les données en IPRED, la biodisponibilité a été
changée de 30 a 10% (tab.4). Dans cette série, 8 différents groupes de prélevements
étaient attendus.
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Prédiction des concentrations en tilmicosine en IPRED
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Fig.28 En haut: Modélisation en IPRED des concentrations plasmatiques en
tilmicosine

En bas : Diagnostique des concentrations plasmatiques observées et simulées
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Littérature

Expérimental

Volume de Distribution | 33.0£6.36 30.1+13.3
(L/kg)

Clairance (L/h/kg) 0.68+0.128 0.71+0.23
Biodisponibilité (%) 30% 10%

Tab.4 Récapitulatif des parametres pharmacocinétiques pour la tilmicosine

Des prédictions en IPRED ont été effectuées sur 91 individus. La corrélation est
restée mauvaise avec une R? de 0.26. De plus une partie des concentrations
expérimentales est restée hors de l'intervalle de prédiction car elles étaient trop faibles.
Durant les deux premiers jours, les résultats expérimentaux et les prédictions étaient
proches mais apres le jour 18, les prédictions prévoyaient des concentrations en moyenne
supérieures aux concentrations expérimentales (fig.28). De méme, les courbes prédites
apres I'arrét du traitement sont restées supérieures a la limite de quantification alors que
les échantillons étaient inférieurs.
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d) Résultats expérimentaux et prédictions avec I'oxytétracycline en période
3

Dosage de I'oxytétracycline dans I'eau
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Fig.29 Dosage de I'oxytétracycline dans I’eau de boisson

Lors de I"'administration de |'oxytétracycline, des fluctuations ont été observées
dans les concentrations a [l'abreuvoir (fig.29). En effet, le réservoir contenant
I"antibiotique se vidait plus rapidement dans la journée que dans la nuit et ne contenait
plus d’antibiotique avant le remplissage du soir. Aprés l'arrét du traitement, les
concentrations sont devenus nulles sous 24h.
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Prédiction des concentrations en oxytétracycline en PRED
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Fig.30 Modélisation en PRED des concentrations plasmatiques d’oxytétracycline

La prédiction des concentrations en oxytétracycline avec les valeurs moyennes
(PRED) a fourni des courbes tres supérieures aux valeurs expérimentales (fig.30), avec une
concentration plasmatique moyenne supérieure a 5 pg/mL, la ol la moyenne des
concentrations expérimentales ne dépasse pas les 0.5 pg/mL. Pour pallier a cela, nous
avons ajusté la valeur de la biodisponibilité a seulement 2% au lieu de 60% (tab.5). Les
résultats expérimentaux montrent aussi la présence de concentrations sanguines
détectables 48 heures apres I'arrét du traitement. Le modéle pharmacocinétique n’était
pas capable de prédire la présence de ces concentrations puisque les concentrations en
abreuvoir sont devenues indétectables juste apres l'arrét du traitement et que
I’oxytétracycline s’élimine rapidement avec une demi-vie de 4h. Ces points ont par la suite
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été écarté de la modélisation IPRED pour éviter des prédictions aberrantes.
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Prédiction des concentrations en oxytétracycline en IPRED
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Fig.31 En haut: Modélisation en IPRED des concentrations plasmatiques en
oxytétracycline

En bas : Diagnostiaque des concentrations observées et simulées
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Des prédictions ont été effectuées pour 84 individus sur les 100 attendus. Un
individu n’avait pas de points expérimentaux, 5 individus n’avaient pas de consommation
d’eau enregistrées et 10 individus n‘ont pas convergé car des points expérimentaux
étaient présents sans consommation d’antibiotique préalable, alors que des
consommations ont été enregistrées apres.La modélisation en IPRED a permis d’obtenir
un intervalle plus resserré et centré autour des concentrations expérimentales (fig.31).
Cependant, la dispersion des prédictions est restée plus large que celle des concentrations
expérimentales. Comme pour la tilmicosine, la corrélation est restée faible avec un R? de
0.19.

Littérature Expérimental
Volume de Distribution | 0.70+0.138 0.76%0.21
(L/kg)
Clairance (L/h/kg) 0.143+0.011 0.09+0.04
Biodisponibilité (%) 60 2

Tab.5 Récapitulatif des parametres pharmacocinétiques pour I'oxytétracycline
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3. Modélisation pharmacodynamique de I'efficacité des antibiotiques

a) Distribution des AUC et CMI

Les AUC24 ont été obtenues a partir des modélisations IPRED et sont distribuées
suivant une loi log-normale (fig.32). Pour la sulfadiméthoxine, I'EUCAST ne fournit pas de
CMI. A la place, les CMI sont décrites dans une étude de Angelos et al. [29] avec 90% de
CMI relevées a 256 pg/mL et 10% de CMI relevées a 512 pg/mL pour Pasteurella
multocida. Les autres CMI sont issues du site de 'EUCAST (fig.33). Comme pour la
consommation d’eau, on constate que les AUC sont distribuées de facon assez large.

Répartition des AUC moyennes sur 24 h de sulfadiméthoxine
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Fig.32 Répartition des AUC24 (en bleu) de la sulfadiméthoxine (a), de la tilmicosine (b)
et de I'oxytétracycline (b), la ligne rouge marque la valeur moyenne de ces AUC24
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Fig.33 Distribution des CMI de Pasteurella multocida contre la tilmicosine (a) et

I’oxytétracycline (b) selon le site EUCAST
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b) Efficacité des traitements contre Pasteurella multocida

Nous avons utilisé les AUC24 des modélisations IPRED pour construire les échelles
quantifiant la couverture antibiotique dans I’élevage durant les deux dernieres périodes
(fig.34). Aucun traitement n’a atteint le seuil pharmacodynamique de 100 durant les tests.

Sulfadimethoxine: index PK/PD avec P.multocida Oxytétracycline: index PK/PD avec P. multocida
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IV. Discussion

Analyse des consommations

Quelle que soit la période considérée, les mémes observations ont pu étre faites
quant a la consommation d’eau des agneaux. Il s’agit d’'un phénomene fluctuant, difficile
a prévoir et tres dispersé. En outre, il est fréquent que des agneaux ne soient pas détectés
sur un ou plusieurs jours consécutifs alors que d’autres iront boire des quantités d’eau
bien supérieures a ce qui est attendu. Ces disparités se répercutent mécaniquement sur
la dose de médicament recgue par les agneaux durant une période de traitement, sachant
que les individus les plus a risque sont ceux avec les faibles consommations.

Nous n’avons pas réussi a identifier les facteurs influencant la consommation des
agneaux. La température extérieure et I'age ont apparemment joué un role lors de la
seconde période mais le modele n’a pas fonctionné pour la troisieme période. L'influence
de I'age s’explique par l'intermédiaire du poids puisque les agneaux étaient en phase
d’engraissement et devaient prendre du poids régulierement. Il est possible que d’autres
facteurs environnementaux expliquent ces discordances comme le vent ou '"humidité. De
plus, lors de la troisieme période, une épidémie de la maladie de Border a été déclarée
dans I'élevage, ce qui a possiblement perturbé les agneaux.

Ces observations contrastent avec les études réalisées chez les porcs ou un
algorithme a été efficace dans la prédiction de la quantité de nourriture ingérée chaque
jour [6]. Bien que cette étude n’ait pas testé la température comme variable, I'dge des
porcs a permis de maniére reproductible de fournir des prédictions proches des
observations. Dans le modele, la quantité de départ de nourriture ingérée était de 1.1 kg
par jour, ce qui est proche du 930 mL de notre modeéle. De méme, cette quantité
augmentait en moyenne de 26 g chaque jour, la encore, notre modele étant proche avec
23 mL/j.

Ces observations étaient réalisées pour chaque porc individuellement. A notre
niveau cependant, aucun mécanisme, qu’il s’agisse de I’age ou de compensations, n‘ont
pu étre mis en évidence, ni de maniére globale et encore moins individuelle. Ceci
suggererait que la maniere dont les agneaux boivent soit aléatoire et suive des lois log-
normales comme dans I'étude de Morgan et al. (2000) [6].
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Analyse pharmacocinétique

Les résultats expérimentaux ont montré que tous les agneaux n’étaient pas égaux
quant ala dose qu’ils regoivent lors des traitements antibiotiques de masse. Comme décrit
par Soraci et del Castillo [7], les concentrations plasmatiques observées étaient tres
variables, confirmant que dans une situation de traitement, les animaux ne seront pas
tous correctement traités face a une bactérie.

Les modeles pharmacocinétiques et les parametres associés sont issus, pour la
derniere période, de recherches bibliographiques uniquement. Les études publiées sur les
moutons ne comportaient pas de formes orales, uniquement des formes intraveineuses
ou sous cutanées. Des notions telles que I'accumulation dans les tissus n’ont donc pas été
explorées. Dans le cas de la tilmicosine, aucune information concernant I'absorption ou la
biodisponibilité n’a été publiée chez le mouton et les paramétres choisis ici sont tres
hypothétiques. En I'absence d’expériences plus spécifiques, il n’a pas été possible de faire
des modeles plus élaborés ce qui constitue une source d’erreur. Enfin, les études
faites sur le mouton I'ont été sur des individus plus agés que ceux présents dans I'élevage.
Or, I’age aussi peut jouer un role sur la pharmacocinétique des médicaments, notamment
par le biais de la maturation du rumen [30], qui fait office de réservoir d’eau chez les
adultes.

De maniere générale, les parametres pharmacocinétiques utilisés pour Ia
modélisation PRED n’ont pas permis d’obtenir des résultats du méme ordre de grandeur
que les concentrations plasmatiques mesurées. La modélisation IPRED a permis de se
rapprocher des résultats expérimentaux mais sans obtenir de corrélation supérieure a
50% dans le meilleur de cas avec les consommations d’eau. Ce probléme peut provenir
aussi bien des modeles que d’un enregistrement erroné des consommations d’eau.

Lors des analyses, nous avons changé soit le volume de distribution et la clairance
dans le cas de la sulfadiméthoxine, soit la valeur de la biodisponibilité pour la tilmicosine
et I'oxytétracycline. Le fait de changer I'un ou I'autre a peu d’importance car en I'absence
de données sur une forme intraveineuse, les valeurs de clairance et de volume sont déja
pondérées dans le modele par la valeur de la biodisponibilité, ce qui en fait une clairance
et un volume de distribution apparents. Pour la sulfadiméthoxine, il a juste semblé plus
logique de ne pas augmenter la biodisponibilité a 300%.

Les modeles choisis étaient simples car la consommation d’eau était censée avoir
plus d’impact que la dispersion des parametres cinétiques des agneaux ou la complexité
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du modele. Le fait que ces modeles soient si dépendants de paramétres
pharmacocinétiques individuels contraste avec I'étude de Soraci et al. (2014) [5], ou des
porcs trés similaires avaient recu des doses fixes d’antibiotiques et ont présenté des
cinétiques identiques avec les mémes niveaux de concentrations.

Dans I'analyse de I'oxytétracycline, les derniers prélevements ont présenté des
concentrations plasmatiques aussi élevées qu’a I'équilibre 48 h apres l'arrét du
traitement. Or dans la littérature, la demi-vie de I'oxytétracycline est de 4 h, son
élimination étant la plus rapide des trois antibiotiques. Dans le cas de la tilmicosine, les
concentrations étaient faibles, ce qui a posé des problemes techniques pour les dosages.
Cependant, dans la littérature la tilmicosine était décrite comme ayant une longue demi-
vie de plus de 30h. Avec cette demi-vie, des concentrations auraient di étre mesurées
aprés l'arrét de la distribution mais elles étaient toutes inférieures a la limite de
quantification. Ces cas nous font penser que soit les modeles étaient inadaptés, soit un
probleme est apparu au niveau analytique.

Analyse pharmacodynamique

A I'exception de la sulfadiméthoxine, 'administration des antibiotiques a conduit a
des expositions bien inférieures a celle décrites par les études pharmacocinétiques. Ce
phénomene s’est illustré par les différences d’ordre de grandeur entre la modélisation
PRED et IPRED de ces antibiotiques. En conséquence, ces traitements n’ont pas été prédits
comme efficaces sur la base du rapport AUC24/CMI pour Pasteurella multocida.

Toutefois, les CMI du site de I'EUCAST sont issues d’informations issues de
traitement de pathologies bactérienne chez I'Homme. Ces germes sont donc
potentiellement différents de ceux rencontrés dans les élevages avec une possibilité que
ces germes sauvages soient moins résistants aux antibiotiques. Ajouté a cela le fait que
les résultats pharmacocinétiques ont soulevé des questions, on peut supposer que ces
traitements auraient plus d’effets dans une situation réelle que ce qui a été prédit.
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Problemes rencontrés

Un premier facteur ayant probablement apporté de la confusion est la présence
des doubles enregistrements et I'incertitude sur I'attribution des consommations qui en
résulte. Cette incertitude a probablement causé des échanges de consommations entre
différents individus et pourrait expliquer une partie de la mauvaise corrélation obtenue
entre les consommations d’eau et les concentrations plasmatiques.

Ensuite, la suppression d’individus a chaque analyse pharmacocinétique due a
I"absence de consommations associées souleve la question de la précision du systeme de
suivi et de I'efficacité des puces RFID. Ces erreurs entrainent le risque qu’une partie des
analyses, et donc des conclusions, soient erronées. Ce probleme s’est révélé plus
important lors de I'analyse de I'oxytétracycline ou des préléevements sanguins faits dans
les premieres heures du traitement ont présenté des concentrations détectables alors
qu’aucune consommation n’avait été enregistrée avant.

Enfin, ces expérimentations ont souffert de problemes techniques avec I'arrét des
enregistrements en seconde période du au logiciel, la précipitation des antibiotiques dans
I’eau lors de la premiere période ou encore la déclaration d’une épidémie de la maladie
de Border durant la derniéere période.
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V. Conclusion

Cette étude visait a collecter et analyser les données relatives a la consommation
d’eau d’une population d’agneau en élevage afin de caractériser ce comportement et
évaluer son impact sur une éventuelle exposition a des antibiotiques distribués dans I'eau
de boisson. Si des zones d’ombre sont toujours présentes, nous avons pu observer et
décrire les grandes lignes du comportement dipsique des agneaux. Sans avoir réussi a
prévoir ce comportement, nous avons pu observer directement comment il influence
I’exposition au traitement de masse, ce qui confirme les résultats desétudes précédentes.

Bien que nous n’ayons pas pu corréler les consommations aux concentrations
plasmatiques de facon satisfaisante, la distribution des expositions et la prédiction de
I'inefficacité des traitements qui en a résulté pointent vers un besoin de changement dans
la fagon d’administrer ces traitements. Ces prédictions sont a prendre avec précaution
cependant puisque plusieurs biais existent dans cette étude.

L’exposition de masse est un sujet finalement peu étudié lors du développement
du dossier du médicament puisque les études pharmacocinétiques sur un petit nombre
d’individus dont I'exposition est contrélée sont suffisantes pour valider I'efficacité du
médicament. Dans le cas des antibiotiques, I'émergence des résistances étant
partiellement liée aux traitements suboptimaux distribués dans [I'agriculture, des
bénéfices pourraient étre trouvés a modifier ces études en élevage pour compléter la
demande de mise sur le marché.
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Résumé

Dans les grands élevages d’animaux comme le porc ou le poulet, la majorité des
traitements antibiotiques est distribuée dans la nourriture ou I'’eau de boisson. Si des
études ont déja montré que les habitudes de boisson ou de prise de nourriture pouvaient
influer sur I'exposition au traitement, aucune ne I'a fait a grande échelle et sur plus d’'une
journée. Dans cette étude, nous avons suivi et analysé les consommations d’eau d’environ
600 agneaux dans un élevage en concomitance avec des administrations d’antibiotiques
dans I'eau de boisson. Trois antibiotiques dits bactériostatiques ont été administrés, la
sulfdiméthoxine, la tilmicosine et I'oxytétracycline, et a chaque période des prélevements
sanguins ont été faits. Ces données ont été utilisées pour simuler des courbes de
concentrations plasmatiques individuelles et évaluer l'efficacité des traitements avec
I'index pharmacodynamique AUC24/CMI et la bactérie Pasteurella multocida.

Le comportement dipsique des agneaux est variable et peu prévisible. Au contraire
des porcs, ce comportement n’est pas constant et les facteurs l'influencant n’ont pas pu
étre identifiés. Les concentrations plasmatiques ont été prédites dans le méme ordre de
grandeur que les concentrations dans les prélevements mais la corrélation avec les
consommations d’eau est restée mauvaise. En prenant comme objectif un index
pharmacodynamique AUC24/CMI de 100, nous avons prédit que les concentrations
atteintes ne permettraient pas de protéger les agneaux contre Pasteurella multocida, et
ce, quel que soit I'antibiotique testé.

Mots clé : pharmacocinétique, agneaux, antibiotiques, élevage, eau
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