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INTRODUCTION

Depuis quelques années, le zoo de La Palmyre (Charente-Maritime), ainsi que trois autres parcs
zoologiques en France (la réserve zoologique de Calviac en Dordogne, le safari de Peaugres en
Ardéche et le zoo de Pont Scorff dans le Morbihan) ont constaté une mortalité importante chez
les singes de la famille des Callithricidés. Apres autopsie puis analyse anatomopathologique
des individus décédés, il a été retrouvée une infestation helminthique par le nématode

Parastrongylus dujardini.

Il s'agit d'une pathologie émergente en France. En effet, ce ver infeste habituellement les
rongeurs autochtones mais depuis quatre ans il s'est adapté a différentes especes de primates en
captivité. Le Docteur PETIT, vétérinaire du zoo, a disséqué de nombreux rongeurs et autres
petits mammiféres (souris, musaraignes) piégés ou retrouvés morts dans le zoo et a ainsi mis
en évidence la présence ce ver chez ces individus. Ce parasite constitue un danger pour la santé
des singes si ces infestations ne sont pas prévenues ou traitées correctement. Les animaux
infestés présentent des insuffisances cardiaques droites, des obstructions de l'artére pulmonaire

par les vers, ainsi que des pneumonies conduisant au déces [1].

Ces cas d'infestations cardiopulmonaires par Parastrongylus dujardini sont les premiers

formellement décrits chez des Callithricidés au monde [1].

Notre étude concerne trois especes de tamarins, présentes au zoo de La Palmyre : Tamarin lion

doré Leontopithecus rosalia, Tamarin lion a téte dorée Leontopithecus chrysomelas, Tamarin

de Gould Callimico goeldii.

Afin d'essayer d'enrayer les infestations, les singes sont traités par un antiparasitaire :
l'ivermectine. Malgré un traitement préventif administré toutes les trois semaines sous
différentes voies d'administration (orale, sous-cutanée ou intramusculaire) les vers persistent

dans l'organisme et maintiennent une mortalité élevée dans les populations de singes [2].

Face a ce probleme, nous décidons de rechercher le mode d'administration qui permettrait
d'obtenir la meilleure concentration sanguine d'ivermectine présentant une activité anti-

parasitaire. Il ne s'agit pas d'étudier ici l'activité spécifique de l'ivermectine vis-a-vis de



Parastrongylus dujardini ni de déterminer la concentration plasmatique minimale efficace,
mais de suivre I'évolution des concentrations plasmatiques du médicament selon les différentes
voies d'administration testées. Ainsi le vétérinaire choisira le mode d'administration le plus

approprié pour traiter les animaux.

Trois modes d'administration sont envisageables : la prise en autonomie par 1'animal dans un
aliment appétent distribué au groupe, la prise orale individuelle forcée a la seringue et I'injection

intramusculaire.

A notre connaissance, il n'existe actuellement dans la littérature, aucune étude portant sur la
b

pharmacocinétique de l'ivermectine chez les Callithricidés concernés par notre travail. Nous

devons donc établir des protocoles d'administration de l'ivermectine et de prélévements

sanguins afin de pouvoir mener notre propre étude.

L'exposé se compose de trois parties :

Une premiere partie bibliographique décrit l'anthelminthique ivermectine, les Callithricidés
ainsi que le parasite Parastrongylus dujardini.

Nous exposons ensuite le travail expérimental : la préparation des protocoles ainsi que leur mise
en place.

Enfin les résultats sont analysés et discutés en notant les différents biais et problémes

rencontrés.



CHAPITRE I — Généralités : Recherches bibliographiques

I.1 L'tvermectine

I.1.1. Origine

Dans les années 1970 une campagne de recherche par criblage de nouvelles molécules
antiparasitaires est lancée.

Des micro-organismes telluriques ont été récoltés a travers le monde puis mis en culture en
laboratoire.

Des tests in vitro ont montré une activité antiparasitaire faible de certaines de ces cultures.
Puis des tests in vivo sur des souris infestées du nématodes (glossaire) Nematospiroides dubius

se révelent concluant quant a cette activité.

Les recherches aboutissent en 1979 avec l'isolement de molécules ayant une activité tres
supérieure aux autres anthelminthiques connus a ce jour. Elles font partie de la famille des

lactones macrocycliques (LM) appelées avermectines.

Elles posseédent une action contre les endoparasites (helminthes) et les ectoparasites (insectes
et acariens). L'origine du mot « avermectine » s'explique comme suit :

«ay:anti/ « verm » : ver/ « ect » : ectoparasites | « ine » : produit pharmaceutique

Cette famille de molécules contient plusieurs principes actifs dont l'ivermectine a laquelle nous

nous intéressons dans notre travail (Figure I).
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Figure I : Classification des lactones macrocycliques avec un exemple de spécialité contenant
chaque principe actif m pour les spécialités vétérinaires m pour les spécialités utilisées en

médecine humaine m pour les spécialités phytosanitaires [3]

Les avermectines sont naturellement produites par la fermentation d'un actinomycéte du sol

(bactérie filamenteuse) : Streptomyces avermitilis (Figure 2).
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Figure 2 : Streptomyces avermitilis [4]



Cette souche reste la principale base de production de 1'ivermectine car sa synthése complete

nécessiterait une cinquantaine d'étapes [5].

L'ivermectine est commercialisée pour la premicre fois pour l'usage vétérinaire en 1981 par les
laboratoires MERIAL sous la forme dTVOMEC Bovin®. Puis elle obtient son autorisation de
mise sur le marché (AMM) en médecine humaine en 1999 sous forme de comprimés

STROMECTOL® par les laboratoires MSD [6].

1.1.2. Structure chimique

Les avermectines sont produites sous la forme d’un mélange de 8 composés

Ala, Alb, A2a, A2b, Bla, Blb, B2a et B2b [7] (Figure 3) ou :
A : groupe méthoxy en 5 (CH3)
B : groupe hydroxy en 5 (OH)
- 1 : double liaison entre 22 et 23
- 2 : pas de double liaison entre 22 et 23 et un OH en 23
- a : une chaine secondaire butyle en 25

- b : une chaine isopropyle en 25



R R XY
AvermectinAia CH, C;H. CH=CH
Aib CH; CH, CH=CH
A2a CH, C;H. CH,;-CH(OH)
A2b CH; CH,; CH,-CH(OH)
Bia H C;H, CH=CH
Bib H CH, CH=CH
B2a H C;H, CH,-CH(OH)
B2b H CH, CH,-CH(OH)
IvermectinBia H C,H, CH,-CH;
Bib H CH, CH,-CH,

Figure 3 : Structure des avermectines [8]

L’ivermectine a été obtenue par hydrogénation sélective de la double liaison C 22-23, d’ou son

autre nom : 22,23-dihydro-avermectine B1 (Figure 4).

Elle est précisément formée de deux composés homologues et contient au moins 80% de 22,23-

dihydro-avermectine Bla et au plus 20% de 22,23-dihydro-avermectine B1b.

Il est impossible de séparer les composés 22,23-dihydro-avermectine Bla et 22,23-dihydro-

avermectine B1b, cependant ils posséderaient une activité quasi identique [9].
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Figure 4 : Strucuture de l'ivermectine [10]

I.1.3. Propriétés physico-chimiques

A l'état pur, l'ivermectine se présente comme une poudre cristalline, non hygroscopique,
blanche-jaune (Pharmacopée Européenne, 1996).

Elle est insoluble dans I'eau mais soluble dans la plupart des solvants organiques comme le
méthanol et I'éthanol a 95°.

Sa masse molaire est de 875,10 g/mol et son point de fusion se situe autour de 150°C.

Elle est trés peu hydrophile mais est lipophile.

Elle est dégradée par la lumicre solaire, une exposition aux ultra-violets isomérise les doubles

liaisons [11].



I.1.4. Propriétés pharmacologiques
I.1.4.1. Mode d'action

Cette molécule posseéde une activité neurotoxique sur les formes larvaires et/ou adultes des

parasites.

Apres pénétration dans 1'organisme par voie transcuticulaire ou orale [12], I'ivermectine se fixe
sur la sous-unité o des canaux chlorure glutamate-dépendants des cellules nerveuses et
musculaires du parasite. Ceci entraine une ouverture des canaux, ils deviennent perméables aux
ions chlorures entrainant une paralysie musculaire flasque et un blocage de la transmission

nerveuse (Figure 5).
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Figure 5 : Mécanisme d'action de l'ivermectine dans la fente synaptique [13]

Ces canaux chlorure glutamate-dépendants n'ont pas €té retrouvés chez les mammiferes [14] ce
qui explique une faible toxicité et une utilisation trés répandue de la molécule. De plus elle

passe difficilement la barriére hémato-encéphalique (BHE) de par son poids moléculaire élevé.

L'ivermectine interagit parallélement avec les canaux chlorure GABA-dépendants. Pour étre
stimulés, ils nécessitent des concentrations d'ivermectine plus élevées que pour les canaux
chlorure-glutamate dépendants. Mais l'importance de ces récepteurs dans l'activité de

l'ivermectine reste peu claire [15].



[.1.4.2. Spectre

L'ivermectine est la premiere avermectine commercialisée et possede le plus large spectre

d’activité (Tableau 1), certaines reconnues par des AMM. En médecine humaine elle a une

AMM pour la strongyloidose (anguillulose) gastro-intestinale, la microfilarémie & Wuchereria

bancrofti et la gale sarcoptique.

Chez les endoparasites elle posséde une activité uniquement sur les nématodes. Les cestodes et

les trématodes (glossaire) ne possedent pas de canaux chlorure glutamate-dépendants, rendant

ainsi l'ivermectine inefficace chez eux.

Tableau 1 : Liste non exhaustive des parasites sensibles a l'ivermectine a au moins un stade de

leur développement [7]

Classe

Ordre

Famille/Superfamille

Genre

Nematoda

Strongylida

Trichostrongyloidea

Cooperia, Haemonchus,
Hyostrongylus, Nematodirus,
Nematospiroides, Ostertagia,
Trichostrongylus

Strongyloidea

Ankylostoma, Bunostomum,
Chabertia, Cyathostomum,
Cylicodontophorus, Cylicocyclus,
Cylicostephanus, Gaigeria,
Gyalocephalus, Mecistocirrus,
Oesophagodontus,
Oesophagostomum, Poteriostomum,
Stephanurus, Strongylus,
Triodontophorus, Uncinaria

Metastrongyloidea

Dictyocaulus, Metastrongylus

Rhabditida

Rhabditoidea

Strongyloides

Ascaridida

Ascaridoidea

Ascaridia, Ascaris, Heterakis,
Parascaris, Toxascaris, Toxocara

Oxyurida

Oxyuroidea

Aspiculuris, Oxyuris, Syphacia

Spirurida

Spiruroidea

Draschia, Habronema, Thelazia

Filaroidea

Brugia, Dipetalonema, Dirofilaria,
Litomosoides, Onchocerca,

Parafilaria, Setaria, Wuchereria

Enoplida

Trichuroidea

Capillaria, Trichinella, Trichuris




Insecta Diptera Cyclorapha Chrysomyia, Cuterebra,
Dermatobia, Gasterophilus,
Hypoderma, Lucilia, Oestrus,
Glossina
Phtiraptera Anoplura Haematopinus, Linognathus,

Solenoptes

Mallophaga Damalinia

Siphonaptera | Pulicidea Xenopsylla
Arachnida | Acarina Gamasiformes Ornithonyssus

Trombidiformes Psorergates

Sarcoptiformes Chorioptes, Otodectes, Psoroptes,
Sarcoptes

Ixodiformes Amblyomma, Boophilus,
Dermacentor, Haemaphysalis,
Hyalomma, Ornithodoros,
Rhipicephalus

Ixodiformes Amblyomma, Boophilus,
Dermacentor, Haemaphysalis,
Hyalomma, Ornithodoros,
Rhipicephalus

A ceci nous pouvons ajouter le nématode filiforme Loa loa [17] (glossaire), ainsi que le pou

Pediculus humanus sensible par voie orale ou en lotion sur le cuir chevelu [18] [19].

Nous nous intéressons dans cette étude a un helminthe Angiostrongylidae, Parastrongylus
dujardini. Sa sensibilité¢ a l'ivermectine n'est pas connue mais plusieurs études montrent que

des nématodes du genre Parastrongylus sont sensibles aux avermectines [20] [21].
Le choix de I'utilisation de 1'ivermectine dans notre travail est conforté par :

- La publication de MJ. Adkesson [22] montrant I'intérét de l'ivermectine dans l'infestation de
Callithricidés (dont les 3 especes incluses dans notre étude) par un nématode du genre
Gongylonema.
- La sensibilité a 1'ivermectine connue de nématodes du genre Metastrongylus, proche de
Parastrongylus [16].
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[.1.4.3. Utilisation et posologies usuelles

L'ivermectine est disponible sous différentes formes :

- orale (solution ORAMEC® 0,8 mg/mL, comprimés a 3 mg STROMECTOL®, pate
EQVALAN® 18,7 mg/g)

- topique (IVOMEC POUR-ON® 5 mg/mL)

- injectable (IVOMEC® 10 mg/mL)

Les posologies varient selon l'espéce traitée et le parasite cible :

- 0,2 mg/kg per os (PO) chez les humains (VIDAL) et chez le cheval (Résumé des
caracteristiques du produit RCP EQVALAN® MERIAL) efficace contre les parasites internes

et externes incluant les poux et la gale.

- 0,2 mg/kg en sous-cutanée (SC) chez les bovins, ovins, caprins (RCP ORAMEC® MERIAL,
IVOMEC® MERIAL et IVOMEC® OVIN MERIAL) contre les nématodes, la gale, les poux et

les hypodermes (glossaire).

- Jusqu'a 0,5 mg/kg en pour-on (glossaire) chez le bétail pour les mémes indications.

- 0,3 mg/kg en SC chez le porc (RCP I[VOMEC® PORCIN MERIAL) contre les nématodes, les

poux et la gale.

- 0,05 mg/kg par voie orale chez le chien pour le traitement de la dirofilariose (glossaire) et

chez le chien et le chat, hors AMM, contre les nématodes.

- 0,3 2 0,4 mg/kg en pour-on chez les rongeurs et lagomorphes (glossaire), hors AMM, contre

la gale.

I.1.5. Propriétés pharmacocinétiques

Il existe une trés grande variabilité entre les especes et les individus d'une méme espéce en

fonction notamment de 1'age et de I'état général [11].
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— L'absorption (Figure 6)

La voie d'administration (intraveineux IV, SC, IM, pour-on, PO), la forme galénique

(injectable, comprimé, pate, solution) ainsi que le solvant influencent 'absorption.

La voie SC offre une meilleure absorption et plus rapide dans un solvant aqueux que dans un

mélange propyléne glycol-glycérol (60/40 = IVOMEC®) [11].

L'absorption de I'ivermectine par voie orale est meilleure sous la forme d'une solution a solvant

alcoolique que sous forme de comprimé [23].

D'une maniere générale, les voies SC et IM retardent I'absorption de l'ivermectine par rapport
a la voie orale (par rétention dans les tissus adipeux) mais offrent de meilleurs taux plasmatiques

ainsi qu'une durée d'action plus longue [11].

Le pic plasmatique se retrouve environ 4 a 5 heures apres ingestion orale chez I’homme

(VIDAL).

— La distribution [11] [23] (Figure 6)

On observe une bonne distribution dans tous les tissus compte tenu de son caractere lipophile
(Log P = 5,83, DrugBank) sauf dans le cerveau car elle ne passe pas la BHE excepté chez
certains chiens. Chez les races de bergers (Colley, Bobtail, Greyhound) il existe une mutation
MDRI1 (Multi Drug Resistance 1) de la glycoprotéine P contre-indiquant l'utilisation de

I'ivermectine.

La glycoprotéine P est une protéine transmembranaire de la famille des transporteurs
unidirectionnels ATP-binding cassette responsable de I'efflux de xénobiotiques (antibiotiques,
immunosuppresseurs, ivermectine, lopéramide ...) des organes vers le sang. On la retrouve au

niveau de l'encéphale, reins, foie, surrénales, intestins. Elle est codée par le géne MDRI1.

Chez les races de chiens de berger, la mutation de ce géne entraine la production d'une protéine
non-fonctionnelle. Les xénobiotiques ne peuvent plus étre éliminés du cerveau et s'y

accumulent avec des taux jusqu'a 90 fois supérieurs a un individu sain. Ceci provoque une
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intoxication neurologique avec des vomissements, une mydriase, ataxie, tremblements,

convulsions, allant jusqu'au coma voire le déces [24].

L'ivermectine est stockée dans les tissus adipeux ou l'on y retrouve donc plus fortes

concentrations.

Le pic de concentration dans les squames cutanées, sébum et sueur est observé 8 a 12 heures

apres une administration orale.

Elle est fixée a 93% aux protéines plasmatiques (albumine et HDL).

— Le métabolisme [23] (Figure 6)

On observe un métabolisme essentiellement hépatique par le cytochrome P450 3A4 en une
dizaine de métabolites. Apres recherche, il n'a pas été possible de trouver des références

bibliographiques précisant 'activité de ces métabolites.

Une augmentation secondaire des concentrations plasmatiques 6 a 12 heures apres la prise orale

peut étre observée suite au cycle entéro-hépatique.

La demi-vie plasmatique est trés variable entre 12 et 24 heures pour l'ivermectine et jusqu'a 3

jours pour ses métabolites.

— L’¢élimination [11] (Figure 6)

La molécule est éliminée dans les féces en quasi totalité et seulement 2% dans les urines.
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Figure 6 : Pharmacocinétique de l'ivermectine [11]

1.1.6. Toxicité

L'ivermectine posséde une toxicité trés faible chez I'homme jusqu'a 3 mg/kg par prise.

Cependant les réactions d'hypersensibilité sont toujours possibles et imprévisibles.

Chez les mammiféres, en cas de surdosage, on observe une ataxie/léthargie, une mydriase, une
hypothermie avec faiblesse, des tremblements et convulsions, un coma, voire le déces. Dans de
plus rares cas on retrouve une hypoventilation avec insuffisance respiratoire.

Tous ces symptomes apparaissent dans les 3 a 24 heures apres l'ingestion [25].

Il n'existe pas d'antidote mais il y a possibilité d'utiliser avec précaution un inhibiteur des

cholinestérases : la physostigmine afin de contrecarrer les effets déléteres.

Chez I'homme, a dose thérapeutique de 200 pg/kg, peuvent apparaitre des démangeaisons,
nausées, céphalées, vertiges, fievre ainsi qu'une fatigue, disparaissant aprés quelques jours.

Exceptionnellement il peut y avoir augmentation transitoire des ASAT, ALAT et yGT.
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On sait que la dose 1étale (DLs) est de 29,5 mg/kg par voie orale chez la souris et de 10 mg/kg

par voie orale chez le rat (DrugBank)

Une étude chez le jeune singe Rhésus (2,5 kg en moyenne) montre l'apparition d'effets
indésirables en fonction de la dose administrée [25] :

- a partir de 2 mg/kg (ce qui correspond a 10 fois la dose thérapeutique chez I'homme) :
vomissements.

- a partir de 12 mg/kg : mydriase.

- a partir de 24 mg/kg : sédation.

1.2. Les Callithricidés
1.2.1. Généralités [26] [27]

Les Callithricidés sont des petits primates des foréts tropicales d'Amérique Centrale et du Sud
(Figure 7).
Il s'agit d'espéces menacées de disparition notamment par les captures et la déforestation
intensives.

Ils sont concernés par de nombreux programmes de conservation et de réintroduction.

Sous
embranchement
Vertébrés Classe
Mammiféres | Infra classe

Euthériens Ordre

Primates | Sous ordre

Haplorhiniens | Infra ordre

Simiens Micro ordre

Super
Platyrhiniens | famille
Cebidae Famille
Callitrichidae

Figure 7 : Classification des Callithricidés [26] [28]
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Il existe 4 genres différents (7Tableau 2) :

- Le genre Callimico avec le Callimico goeldii pour seul représentant
- Le genre Callithrix plus communément appelés ouistitis

- Les genres Leontopithecus et Saguinus communément appelés tamarins

Tableau 2 : Tableau des différentes especes de Callithricidés, d’apres « Mammal Species of
the World » 2005 3°edition. Seules les espéces surlignées en bleu sont incluses dans notre

protocole d'étude.

Genre Callimico

Callimico goeldii Tamarin de Goeldi

Genre Callithrix

Sous-genre Calibella

Callithrix humilis

Ouistiti nain a couronne noire

Sous-genre Callithrix

Callithrix aurita

Ouistiti oreillard

Callithrix flaviceps Ouistiti a téte jaune

Callithrix geoffroyi Ouistiti de Geoffroy

Callithrix jacchus Ouistiti commun ou a toupets blancs
Callithrix kuhlii Ouistiti du Bahia

Callithrix penicillata

Ouistiti a pinceaux noirs

Sous-genre Cebuella

Callithrix pygmaea

Ouistiti pygmée

Sous-genre Mico

Callithrix acariensis

Ouistiti du Rio Acari

Callithrix argentata

Ouistiti argenté

Callithrix chrysoleuca

e e on e

Callithrix emiliae

Ouistiti de Snethlage

Callithrix humeralifera

Ouistiti a camail ou aux pieds jaunes

Callithrix intermedia

Ouistiti du Rio Aripuana

Callithrix leucippe

Ouistiti blanc-doré

Callithrix manicorensis

Ouistiti du Rio Manicoré

Callithrix marcai

Ouistiti du Rio Roosevelt
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Callithrix mauesi

Ouistiti du Rio Maués

Callithrix melanura

Ouistiti mélanure ou a queue noire

Callithrix nigriceps

Ouistiti a téte noire

Callithrix saterei

Ouistiti des Satéré

Genre Leontopithecus

Leontopithecus caissara

Tamarin-lion a face noire ou de Caixa

Leontopithecus chrysomelas

Tamarin-lion a téte dorée

Leontopithecus chrysopygus

Tamarin-lion a croupe dorée

Leontopithecus rosalia

Tamarin-lion doré

Genre Saguinus

Saguinus bicolor

Tamarin bicolore

Saguinus fuscicollis

Tamarin a selle ou a téte brune

Saguinus geoffroyi

Tamarin de Geoffroy

Saguinus graellsi

Tamarin du Rio Napo

Saguinus imperator

Tamarin empereur

Saguinus inustus

Tamarin a face marbrée

Saguinus labiatus

Tamarin labié

Saguinus leucopus

Tamarin aux pieds blancs

Saguinus martinsi

Tamarin a face nue de Martin

Saguinus melanoleucus

Tamarin blanc

Saguinus midas

Tamarin aux mains rousses

Saguinus mystax

Tamarin a moustaches

Saguinus niger

Tamarin noir

Saguinus nigricollis

Tamarin a manteau noir

Saguinus oedipus

Tamarin ou Pinché a créte blanche

Saguinus pileatus

Tamarin a calotte rouge

Saguinus tripartitus

Tamarin a manteau doré

Cette liste n'est pas figée, de nouvelles espéces de Callithricidés trés localisées,

régulierement découvertes.

sont
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Photos d'individus des 3 especes incluses dans I'étude :
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Figure 8 : Leontopithecus chrysomelas — Tamarin lion a téte dorée. Zoo de La Palmyre (photo

personnelle)
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Figure 9 : Leontopithecus rosalia — Tamarin lion doré. Zoo de La Palmyre (photo

personnelle)
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Figure 10 : Callimico goeldii — Tamarin de Gould. Zoo de La Palmyre (photo personnelle)

20



1.2.2. Description

— Caracteres physiques

Ce sont les plus petits primates, ils pésent tous moins d'l kg. Ils possédent une longue queue
non préhensile qu'ils utilisent comme balancier.

Leur nez est plat avec de larges narines.

Les pouces des mains ne sont pas opposables aux autres doigts, les ongles sont remplacés par

des griffes sauf sur le gros orteil ou 1'ongle est plat. Le gros orteil est quant a lui opposable.

Les Callithricidés possédent 32 dents : 2 incisives, 1 canine, 3 prémolaires, 2 molaires par hémi-
machoire. Seul le genre Callimico posséde 36 dents : 2 incisives, 1 canine, 3 prémolaires, 3
molaires par hémi-machoire. Les tamarins ont les incisives plus courtes que les canines mais

elles sont de méme taille pour les ouistitis [29].

— Mode de vie

Les Callithricidés sont des primates diurnes et territoriaux vivant en groupes de 3 a 15 individus.

Les ouistitis forment des groupes plus importants que les tamarins.

Ce sont des groupes familiaux puisqu'ils ne sont composés que d'un unique couple reproducteur
entouré¢ de ses 3 a 4 dernieres portées. La femelle dominante inhibe le développement
physiologique des autres femelles (hormones, ovulation) ainsi que leur comportement sexuel.
Chez le Callimico et plus rarement Callithrix jacchus et Leontopithecus rosalia, la fille de la

femelle dominante peut devenir reproductrice.

Chez quelques espéces de Callithricidés on peut observer des cas de polyandrie.

Tous les membres de la famille participent a 1'éducation des petits. Le pére ainsi que d'autres
adultes portent les nouveaux nés des la naissance. Les jeunes se tournent plus particuliérement

vers leur mére pour le nourrissage [30].

La communication se fait a I'oral par des vocalises importantes (sifflements aigus, gloussements
lors de la recherche de nourriture, appels longs pour alerter, gémissements lors de la rencontre

entre individus) mais est aussi gestuelle par hérissement du poil [31].
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Ponctuellement, des groupes d'espéces différentes peuvent se rejoindre pour des activités

communes comme la recherche de nourriture.

Ils sont omnivores (fruits, fleurs, insectes, graines, nectar, s€ve, petits oiseaux, grenouilles,

lézards, escargots ...) [32].

Leur espérance de vie est évaluée a environ 18-20 ans en captivité.

— Reproduction

Le couple reproducteur peut donner naissance a deux petits une fois par an dans la nature et
jusqu'a deux ou trois petits deux fois par an en captivité. Cependant le tamarin de Gould n'a

qu'un petit par portée.

La gestation est d'environ 140 a 145 jours pour les différentes especes de Callithricidés.

Les bébés sont autonomes (alimentation, déplacement) vers 1'dge de 5 mois, atteignent la

maturité sexuelle a 15 mois et leur taille adulte a 2 ans.

— Habitat

Ces petits singes arboricoles vivent dans les parties supérieures des foréts tropicales, et ne font

que de rares descentes au sol.

Les tamarins se répartissent dans les foréts séches de I’Amazonie centrale et occidentale, en
Guyane, au Panama, au nord du Brésil, au nord ouest de la Colombie et au sud est du Costa

Rica. On retrouve le tamarin lion exclusivement dans le sud est du Brésil.

Le tamarin de Gould vit dans la forét amazonienne, a I'est du Pérou, a 'ouest du Brésil, au sud
de la Colombie et au nord de la Bolivie. Ces derniers ne vivent pas a plus de 5 m au dessus du

sol et préferent les sous-bois de bambous plus denses [33].

Les ouistitis du sous-genre Mico vivent dans I’est et le sud de I’ Amazonie, ceux du sous-genre

Callithrix sont retrouvés sur la cote atlantique du Brésil et dans les terres intérieures.
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— Statut selon 1'UICN (Union Internationale pour la Conservation de la Nature) des

trois especes entrant dans notre étude :

Tamarin lion doré, Leontopithecus rosalia : Espéce menacée, « en danger » (haut risque

d'extinction dans la nature).

Tamarin lion a téte dorée, Leontopithecus chrysomelas : Espéce menacée, « en danger » (haut

risque d'extinction dans la nature).

Tamarin de Gould, Callimico goeldii : Espéce menacée, « vulnérable » (haut risque de mise en

danger).

1.2.3. Programmes de sauvegarde [34]

Le zoo de La Palmyre a été fondé en 1966 par Claude CAILLE.

Le parc abrite 1700 animaux représentant 115 especes. Plus d'un quart des animaux sont des
primates.

Ce sont plus de 200 naissances qui sont répertoriées chaque année au zoo.

La Palmyre joue un grand role dans la conservation d'espéces menacées en adhérant a prés d'une
vingtaine de programmes de reproduction et de conservation. La plupart concerne la sauvegarde

de primates car ce sont les especes les plus menacées dans la nature.

Le zoo de La Palmyre fait, entre autre, partie de trois programmes de conservation concernant
les Callithricidés : le Lion Tamarin of Brazil Fund, le Silvery-brown Tamarin International
Conservation Project et le Proyecto Titi. Ils ont notamment le but commun de sensibiliser et

¢duquer les populations locales a la préservation de ces espéces.

— « Lion Tamarin of Brazil Fund » [35] :

Ce programme concerne la sauvegarde de quatre espéces de Callithricidés : le tamarin lion doré
(Leontopithecus rosalia), le tamarin lion noir (Leontopithecus chrysopygus), le tamarin lion a
téte dorée (Leontopithecus chrysomelas) et le tamarin lion a face noire (Leontopithecus

caissara).
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Concernant Leontopithecus rosalia, dans les années 1960, la population sauvage était estimée
a moins de 200 individus, de par I'exploitation foresticére intensive et I'expansion urbaine. En
1984, la fondation permet les premicéres réintroductions de tamarins lions dorés dans la réserve
de Poco das Antas au Brésil. Le zoo de La Palmyre prend part a cette réintroduction en 1992
grace a l'envoi d'une famille de trois tamarins lions nés au zoo. Ce sont 150 individus qui ont
été¢ réintroduits dans le parc jusqu'en 2000. Aujourd'hui la population sauvage issue des
réintroductions représenterait environ 50% de la population sauvage totale et totaliserait

désormais 1600 individus.

Ces réintroductions ont permis en 2003 de faire passer le tamarin lion doré de la catégorie "en

danger critique" a la catégorie "en danger" sur la Liste Rouge de 'UICN.

La fragmentation et la destruction de la forét ne permettent malheureusement plus la poursuite
de ces réintroductions, seules la reforestation et la translocation de groupes représentent

désormais les perspectives de survie de l'espece.

Aujourd'hui, la fondation recueille des dons provenant de parcs animaliers hébergeant ces
primates afin de financer ainsi des études sur ces singes, des recensements, des translocations,

des campagnes d'éducation environnementale ou des opérations de reboisement.

— Le Silvery-brown Tamarin International Conservation Project [35] :

Ce programme concerne la sauvegarde des tamarins a pieds blancs (Saguinus leucopus). Ce
singe est classé « en danger » sur la Liste Rouge de I'UICN, il est en effet victime de la

déforestation mais aussi du braconnage.

C'est des sa création en 2005 que le zoo de La Palmyre adhére a cette fondation en y apportant
son soutien financier. De plus, En 2006, le vétérinaire du zoo, Thierry PETIT, s'est rendu en
Colombie afin d'y former des vétérinaires a la manipulation et a 1'examen des Callithricidés,
ainsi qu'aux maladies susceptibles de les toucher. Elle vise principalement a créer une réserve
en Colombie afin de pouvoir conserver l'espece, a développer un programme d'élevage dans les
zoos colombiens, a apporter un soutien logistique et financier aux centres de sauvegarde et de
réhabilitation de l'espéce en Colombie, ainsi qu'a des études de l'espéce en milieu naturel

(distribution, densité, habitat disponible, structure génétique, état sanitaire).
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— Le Proyecto Titi [36]

Ce programme vise a sauvegarder le pinché a créte blanche (Saguinus oedipus) endémique de
Colombie. Ce primate est classé « en danger critique d'extinction » sur la liste rouge de 1'UICN.
Tout comme le tamarin a pieds blancs il est victime de la déforestation et du braconnage. Il ne

resterait actuellement plus que 6000 individus sauvages.

Ce club de conservation a été fondé en 1985, le zoo de la Palmyre en est membre depuis 2010.
Cette fondation participe a la recherche sur cette espece et soutient les campagnes d'éducation
pour la protection du milieu naturel : diminution de la consommation de bois, recyclage des

déchets, connaissance des pinchés...

[.3. Le parasite : Parastrongylus dujardini

1.3.1. Généralités [37] [38] [39]

Le Parastrongylus dujardini encore appelé Angiostrongylus dujardini est un nématode parasite
des vaisseaux sanguins pulmonaires et du cceur droit, chez des rongeurs sauvages (Figure 14).
Le ver est décrit et nommé pour la premiere fois en 1970 par Doby et Drozdz [37]. Son étude

morphologique permet de le rattacher a la famille des Angiostrongylidae.

Il s'agit d'un parasite a cycle hétéroxeéne (glossaire).

Régne

Animalia | Infra-régne

Protosomia | Embranchement

Nematoda Classe

Secernentea Ordre

Strongylida | Super-famille

Metastrongylidea Famille

Angiostrongylidae

Figure 11 : Classification du Parastrongylus dujardini. Selon ITIS (Integrated Taxonomic

Information System)
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Sous sa forme adulte, le P. dujardini est un ver mince, filiforme, blanc, effilé aux deux

extrémités. Il posséde une bouche a trois lévres entourée de papilles.

Le genre Parastrongylus est caractérisé par la présence de papilles a l'extrémité caudale de la
femelle [1] (Annexe 1a) et de bourses copulatoires, chez le male, présentant des cotes latérales

partant du tronc commun (Annexe 1b).

Il présente un dimorphisme sexuel, la femelle est plus grande que le méle :
Male : 10 a 10,5 mm de long et 0,18 4 0,21 mm de diamétre

Femelle : 14,5 a 19 mm de long et 0,3 a 0,33 mm de diamétre

Lors de son cycle évolutif, ce Parastrongylus passe par plusieurs stades larvaires (1 a 4) apres
1'éclosion de I'ceuf (Annexe 2).
Eufs : 0,053 a 0,086 sur 0,038 a 0,053 mm
Larve de ler stade : 0,265 a 0,32 mm de long et 0,011 mm de diamétre
Larve de 2¢éme stade : peu mobile, 0,452 mm de long et 0,04 mm de diamétre
Larve de 3éme stade : en spirale et immobile, 0,488 a 0,502 mm de long et 0,31 mm
de diametre
Larve de 4éme stade :
male 0,930 a 0,940 mm de long et 0,04 mm de diamétre
femelle 1,00 a 1,015 mm de long et 0,04 mm de diamétre

1.3.2. Cycle évolutif de Parastrongylus dujardini [38] [39]

— Hote intermédiaire :

Jusqu'a maintenant, il n'est décrit aucun héte intermédiaire spécifique a ce nématode.

Il s'agit de mollusques gastéropodes ayant une sensibilité plus ou moins élevée a l'infestation
par ce ver. Certains poissons et vers de terre sont aussi décrits comme des hotes intermédiaires
moins fréquents [1].

Parmi ces hotes on observe, les genres Lymnaea (lymnées), Planorbis (planorbes),
Planorbarius (escargots), Agriolimax (limaces) et les especes Cepaea nemoralis et Helix

aspersa (escargots).
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Les larves de stade 1 peuvent survivre dans des eaux douces ou saumatres ou dans un sol
comportant une humidité suffisante.

Elles infestent 'hote intermédiaire en pénétrant par voie orale.

Dans le mollusque, les larves subissent une premiére mue donnant naissance a une larve de
stade 2. Mais dans certains cas, la larve de stade 1 s'enkyste dans la paroi du tube digestif ou

dans le tissu musculaire et meurt.

Environ 18 jours apres l'infestation, une deuxi¢éme mue transforme les larves de stade 2 en
larves de stade 3 dit « stade infestant ».

Ces larves migrent a travers les parois gastrique et intestinale puis se retrouvent dans le coelome
et les féces. La larve infestante peut survivre quelques jours dans les mémes conditions que la

larve de stade 1.

— Hote définitif

Le passage de I'hote intermédiaire a 'hote définitif n'est pas clairement décrit.
Il pourrait s’effectuer par l'ingestion d'eau contaminée par les larves infestantes, 1'ingestion de

nourriture contaminée par des excréments d'hotes intermédiaires [1].

Les hotes définitifs sauvages connus et décrits lors de la découverte du Parastrongylus
dujardini sont le mulot Apodemus sylvaticus et le campagnol roussatre Clethrionomys

glareolus.

Le parasite peut sé¢journer au moins 1 an chez son hote définitif.

L'action des sucs digestifs permettent le passage de la paroi de l'estomac et de l'intestin gréle,
ainsi on retrouve, 24 heures aprés l'infestation, des larves dans le foie, transportées par la

circulation mésentérique.

Environ 5 jours apres l'infestation, les larves sont retrouvées dans les poumons, traversent la
paroi alvéolaire pour rejoindre les artéres pulmonaires et le cceur droit. Le passage des larves
dans la sphere pulmonaire n'est pas clairement décrit et compris par les parasitologues. C'est a
ce niveau que les larves maturent pour passer au stade 4 et donner rapidement les formes
adultes.
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Apres maturation sexuelle, les femelles pondent dans les poumons.

Certains ceufs éclosent dans le parenchyme pulmonaire pour donner les larves de stade 1, les
autres partent dans les vaisseaux de faible calibre, s'y développent et éclosent. La présence de

larves dans ces petits vaisseaux crée des embolies.

En passant par la voie trachéale, les larves de stade 1 se retrouvent dans les féces 25 jours apres

'infestation de I'hote définitif.

Apreés excrétion, la larve au contact de 1'eau s'anime et devient alors infestante pour un hote
9

intermédiaire.

On ne connait a présent aucun tropisme du ver pour les tissus nerveux.

1.3.3. Données chez le singe

Pour cette partie, nous nous appuyons sur I'étude de M. Graille et al. a laquelle a participé le Dr
Th. PETIT [1] pour décrire ce que I'on connait de l'infestation par Parastrongylus dujardini des
Callithricidés. Il s'agit avec la thése vétérinaire de Lucie Lhuillier et un communiqué de
I'EAZWYV European Association of Zoo and Wildlife Veterinarians (communication du Dr
PETIT) de l'une des rares publications disponibles sur ce sujet a ce jour. Cette étude publiée en
2015 a été conduite dans quatre parcs zoologiques francgais, dont le zoo de la Palmyre, a partir

de 14 cas observés sur des animaux tous nés en captivité.

Dans la plupart des cas, les Callithricidés sont morts sans qu'il n'y ait eu de signes extérieurs de

maladie. Seuls 3 animaux sur les 14 (21%) ont présenté une 1éthargie avant le déces.

Les singes ont subi une nécropsie, ce qui a permis d'identitifier les lésions et confirmer la
présence du ver. Le Parastrongylus dujardini a été retrouvé dans le ventricule droit du ceeur,
dans 36% des cas entrainant une cardiomégalie droite et 29% des individus ont présenté une

congestion pulmonaire.

Un cas unique a présenté des nodules d'ceufs et de larves dans la paroi du colon.
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Tous les animaux sauf un (93%) ont présenté une pneumonie vermineuse et une artérite
pulmonaire. Le parenchyme pulmonaire comportait des granulomes inflammatoires centrés sur

des ceufs ou des larves du parasite.

Des vers adultes ont été retrouvés dans la lumicre des artéres pulmonaires, souvent entourés

d'un thrombus fibrineux.

La présence du ver adulte dans le ventricule droit, est associée a une myocardite.

Il est & noter que Parastrongylus dujardini, notamment sous forme de larves de stade 1, a été
identifié chez des rongeurs capturés dans les enclos des Callithricidés puis nécropsiés, ceci a

été confirmé au zoo de La Palmyre par le Dr PETIT.

Il serait important de savoir, si le singe est un nouvel hote définitif ou un hote accidentel car
aucune larve de stade 1 n'a été retrouvée chez les Callithricidés lors de cette étude. Les Primates
pourraient s'étre secondairement infestés, par contact avec les rongeurs passant dans leurs cages
ou bien par contact avec des hotes intermédiaires, ou de leurs fécés. Une transmission feetale

n'est pas exclue vu le jeune age de certains individus atteints (4 et 8 mois).
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Chapitre II — Travail personnel : Matériels et méthodes

Nous avons réalisé une étude pharmacocinétique comparant différentes voies d'administration
(voie intramusculaire, voie orale forcée, voie orale dans l'alimentation) d'un antiparasitaire :

l'ivermectine chez les singes de la famille des Callithricidés.

Dans le cadre de ce travail et de la directive européenne 2010/63/EU sur I'expérimentation
animale, nous devions déposer un dossier éthique, détaillant toutes nos manipulations et le
protocole. Il s'agit d'une « demande d'autorisation de projet utilisant des animaux a des fins
scientifiques ». Le dossier est soumis a un comité d’éthique et I'autorisation est donnée par le
Ministere de I'Enseignement Supérieur et de la Recherche. Le délai 1égal entre le dépdt du
dossier et la réalisation des expériences est de 2 mois, ce délai n'était pas compatible avec
l'urgence de traiter les animaux. Le vétérinaire a donc contacté I'Inspecteur en chef de la Santé
Publique Vétérinaire du Poitou-Charentes, et avec I'accord de Sandryne BRUYAS (Inspecteur
de la Santé Publique Vétérinaire, référent national de I'expérimentation animale), notre étude a
¢été considérée comme « essai clinique sur des animaux hébergés a d'autres fins que des études
expérimentales et atteints naturellement de la parasitose » excluant ainsi la nécessité de

constituer un dossier.

I1.1 Animaux utilisés

L'infestation récurrente par les vers est retrouvée chez les Callithricidés.
Pour 'étude, 3 especes sont choisies : Tamarin de Gould (Callimico goeldii), Tamarin lion doré
(Leonpithecus rosalia) et Tamarin lion a téte dorée (Leonpithecus chrysomelas). On note dans
l'article de M. Graille et al. [1] que de nombreux individus du Callimico goeldii ont été infestés.

Il nous parait donc intéressant d'inclure cette espéce dans I'étude.

Les animaux ont été répartis en 3 lots correspondant aux 3 modes d'administration choisis.
Chaque lot est composé de 4 individus, afin d'essayer de pallier & une certaine variabilité inter-

individuelle connue sur les profils pharmacocinétiques de l'ivermectine.
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Vu le nombre restreint d'individus disponibles, il était difficile d'inclure plus de 12 animaux
dans 1'étude. Le stress induit par les injections et les prélévements ne permettait pas d'intégrer

a I'¢tude les groupes d'animaux reproducteurs.

L'é¢tude comporte 5 prélevements réalisés sur chacun des 12 animaux apres administration de

I'ivermectine.

Compte tenu du faible nombre d'animaux de chaque espéce détenus au zoo, nous sommes
contraints d'inclure 3 especes différentes de singes, ce choix a été déterminé par le vétérinaire
en fonction des effectifs de primates dont il dispose : 4 tamarins de Gould (C. goeldii), 2

tamarins lions dorés (L. rosalia), 6 tamarins lions a té€te dorée (L. chrysomelas).

Les 3 especes choisies sont connues pour étre trés proches physiologiquement (d’aprés le Dr
Th. PETIT). De plus, les animaux vivant dans des enclos différents, il n'est pas possible de les
mélanger dans les lots. Ils sont donc répartis comme suit et aucune différence d'ordre

pharmacocinétique ne sera recherchée selon l'espece :

Lot 1 appelé voie orale « gateau » : 4 L. chrysomelas recevant 1'ivermectine dans leur
alimentation.

Lot 2 appelé voie IM : 2 L. chrysomelas et 2 L. rosalia recevant l'ivermectine par voie
IM.

Lot 3 appelé voie orale « seringue » : 4 C. goeldii recevant l'ivermectine par voie per 0s

a la seringue.

De plus, I'é¢tude est réalisée uniquement sur des individus adultes, ils ont une taille et un poids
suffisants pour les prélévements et anesthésies. Enfin, des males et des femelles sont inclus
dans le protocole en fonction de leur stade de développement. Il n'y a pas suffisamment

d'individus pour pouvoir travailler sur un méme sexe.

Pendant les périodes expérimentales suivant I’administration et entre chaque prélévement, les
animaux sont remis dans le groupe social d'origine avec abris, acces a 1'eau de boisson et a la

nourriture.

Afin de déterminer les doses de médicaments a administrer aux singes, un protocole de pesée
est mis en place la veille des administrations soit le 14 Avril 2014. En méme temps, les animaux

sont marqués par tonte au niveau de la queue afin de ne pas les confondre avec un singe qui
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n'est pas inclus dans le protocole. Le protocole de marquage concerne les lots 1 et 3 incluant 4
animaux de la méme espece. Pour le lot 2, ce n'est pas nécessaire puisque les 2 L. rosalia sont

seuls dans leur cage, tout comme les 2 L. chrysomelas. Il n'y a donc pas de confusion possible.

Le 14 avril 2014, les singes sont capturés a I'épuisette par le vétérinaire, puis identifiés par la

lecture de la puce sous cutanée.

Les singes sont maintenus dans une boite en plastique a moiti¢ fermée afin de pouvoir étre
pesés. Puis le vétérinaire, en les immobilisant, coupe avec des ciseaux courbés des poils sur la
queue pour le marquage. On choisit 4 positions afin de reconnaitre les animaux : une tonte sur
le coté droit de la queue, une tonte sur le c6té gauche, une tonte sur le dessus de la partie
proximale de la queue et une derniére sur sa partie distale. Aprés marquage les animaux sont

aussitot relachés dans leur cage.

Grace aux numéros d'identification des différents singes et a leur dossier individuel, nous avons
reporté dans un tableau I'espéce, le sexe, le poids, le numéro d'identification et le marquage

pour chaque animal (7ableau 3).

Tableau 3 : Tableau d'identification des individus. GHLT : Tamarin lion a téte dorée (L.
chrysomelas) ; GLT : Tamarin lion dové (L. rosalia) ; TG : Tamarin de Gould (C. goeldii) ;

m : male; f: femelle ; id : numéro d'identification

Espéce Sexe poids (g) id marque Lot
GHLT M 670 5391 proximale 1
GHLT M 713 3642 distale
GHLT F 742 9365 droite
GHLT F 657 4649 gauche
GHLT M 688 9305 5
GHLT M 599 4839
GLT M 576 5378
GLT M 655 8728
TG F 463 9363 proximale 3
TG M 449 1665 distale
TG F 461 67208 droite
TG M 528 50 gauche
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I1.2. Médicaments et doses utilisés

- IVOMEC® injectable pour bovins, ovins, et porcs.
Utilisation de la formulation sous cutanée [IVOMEC® (ivermectine) 10 mg/mL des laboratoires
MERIAL par voie IM. Cette spécialité a été utilisée pour notre lot 2 en administration IM a la

dose de 400 pg/kg.

- ORAMEC® solution buvable pour ruminants
Utilisation de 'ORAMEC® (ivermectine) 0,8 mg/mL des laboratoires MERIAL par voie orale.
Cette spécialité a été utilisée pour 'administration de 1'ivermectine dans 1'alimentation (lot 1) et

pour I'administration per os (lot 3) a la dose de 400 pg/kg.

- D. HYDRAT® solution pour perfusion
I mL contient (RCP D. HYDRAT) :

Bicarbonate de sodium .............. 10 mg
Glucose anhydre ..........ccoc..... 30 mg
Saccharose ........cccceeveveeiivennnnnne. 10 mg
Caféine ......cccoovvveveevieeiieeieeen, 0,375 mg
Chlorure de sodium ................... 9 mg

Cette spécialité des laboratoires MERIAL, est utilisée pour le traitement symptomatique de la
déshydratation des bovins et est administrée (2,5 mL) en SC aux singes, aprés chaque
prélévement sanguin, dans un but de réhydratation aprés de stress de la capture, de la contention

et du prélévement.

I1.3. Expérimentations

Les administrations et prélévements sanguins sur les singes sont réalisés par le Docteur Th.
PETIT assisté par le Docteur G. ANFRAY. J'ai pu assister aux différentes manipulations sur

les singes sans avoir pu les réaliser moi-méme car ne possédant pas l'expertise requise.

Le dosage plasmatique de l'ivermectine est sous-traité au laboratoire Toxalim de I'INRA de

Toulouse sous la direction du Docteur Anne LESPINE. J'ai acheminé personnellement les
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prélevements sanguins jusqu'au laboratoire & Toulouse qui m'a transmis l'ensemble de la

documentation concernant cette analyse.

L'analyse pharmacocinétique des résultats a été réalisée en collaboration avec Mme le

Professeur Sandrine MARCHAND de la faculté de Médecine et Pharmacie de Poitiers.

I1.3.1. Préparation des doses

Pour pouvoir comparer les 3 modes d'administration nous choisissons d'utiliser I'ivermectine a
la méme dose de 400 pg/kg pour chaque animal quelque soit le lot. Il s'agit d'une posologie

utilisée en médecine animale par le vétérinaire (communication personnelle Dr Th. PETIT).

Les solutions a administrer pour chacun des groupes sont préparées dans le laboratoire du zoo
et conditionnées dans les seringues, afin de limiter le temps de présence du vétérinaire dans les

cages et ainsi diminuer le stress occasionné aux singes (4Annexe 3).

I1.3.1.1. Voie orale dans un aliment appétent ou voie orale « gateau »

Les 4 singes faisant partie de notre étude et allant recevoir l'ivermectine mélangée a un aliment
appétent, vivent dans une cage contenant 8§ individus. Il était impossible d'isoler les 4 individus
du lot du reste du groupe. Nous devions donc adapter la prise du médicament a leur vie en

groupe, c'est a dire préparer les aliments en quantité suffisante pour 8 singes.

Le poids moyen de nos 4 singes est de 700 g, par extrapolation aux autres membres du groupe,
nous choisissons d'utiliser la quantité d'ivermectine correspondant a une dose de 400 pg/kg

pour 8 singes de 700 g.

Ceci correspond donc a 280 pg / 0,7 kg soit 280 pg d'ivermectine par singe. Pour les 8 singes

il faudra donc compter 280x8 pg, d'ivermectine, soit 2240 pg (2,24 mg).

La solution utilisée est 'ORAMEC® et a une concentration de 0,8 mg/mL d'ivermectine. Il

nous faudra utiliser un volume de 2,8 mL pour le groupe, a répartir dans les aliments.
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L'ORAMEC® est mélangé a de I'eau et a une poudre alimentaire afin de constituer une sorte
de gateau. Apreés avoir durci, il est fractionné en plusieurs morceaux disposés dans une

soucoupe en plastique (4nnexe 4).

11.3.1.2 Voie intramusculaire

Pour chaque singe il est calculé le volume exact ' TVOMEC® a injecter pour correspondre a la

dose de 400 pg/kg.

Les individus de ce groupe pesent entre 576 et 688 g, sachant que la concentration en
ivermectine de 'TVOMEC® est de 10 mg/mL, les volumes a injecter seront de 0,023 a 0,027
mL.

Si nous étions restés sur la dose habituelle de 200 pg/kg utilisée chez 1'homme, les volumes
auraient été trop faibles pour étre mesurés avec précision. En effet, les seringues a insuline
utilisées ont un volume de 0,3 mL au total et sont graduées a 0,005 mL, il y aurait eu trop
d'imprécision en travaillant avec des volumes compris entre 0,0115 et 0,0135 mL. Cette

difficulté conforte le choix du vétérinaire d'une posologie a 400 pg/kg.

I1.3.1.3. Voie orale forcée a la seringue

Les individus de ce lot pésent entre 449 et 528 g, sachant que 'ORAMEC® a une concentration
en ivermectine de 0,8 mg/mL, les volumes administrés pour une dose de 400 pg/kg sont de 0,22

a 0,26 mL.

11.3.2. Administrations

L'administration d'ivermectine peut se faire par voie injectable ou orale.

Nous cherchons a savoir quelle voie sera la plus adaptée pour atteindre des concentrations

plasmatiques suffisantes tout en ayant une toxicité la plus faible possible.
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La molécule est donc administrée a 4 singes différents par lot, selon les 3 modes

d'administration précédemment décrits.

Les administrations s'effectuent le lendemain de la pesée des animaux, le mardi 15 Avril 2014.

I1.3.2.1. Voie orale dans un aliment appétent ou voie orale « gateau »

La soucoupe comportant une quinzaine de fragments du gateau est déposée par le soigneur au

milieu de la cage des tamarins lion a téte dorée a 8h10.

Au bout d'une demi heure les animaux ne s'intéressent plus a I'aliment, la soucoupe est retirée.

Avec ce qu'il reste, on estime que 80% du gateau ont été consommés.

11.3.2.2 Voie intramusculaire

L'animal est capturé au filet dans sa cage par le vétérinaire.

L'individu est identifié par sa puce, ce qui permet de lui attribuer la seringue contenant le

volume d'ivermectine correspondant a son poids.

Aprées contention manuelle contre la grille de la cage d'une main et maintien de la jambe tendue
du singe, un autre vétérinaire administre lentement, au travers du grillage le contenu de la

seringue dans le muscle de la cuisse. Puis 1'animal est relaché dans la cage.

L'administration en IM pour ces 4 singes s'effectue a 08h00.

I1.3.2.3 Voie orale forcée a la seringue

L'animal est capturé au filet dans sa cage par le vétérinaire.

L'individu est identifié par sa puce, ce qui permet de lui attribuer la seringue contenant le

volume d'ivermectine correspondant a son poids.
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Aprés contention manuelle contre la grille de la cage d'une main et maintien de la téte de
l'animal pour que la bouche soit accessible, un autre vétérinaire administre lentement a la
seringue le produit dans la bouche en veillant & ce que la totalité du contenu soit absorbée par

'animal (Annexe 5). Puis 1'animal est relaché dans la cage.

L'administration orale pour ces 4 singes s'effectue a 08h45.

11.3.3. Prélévements

Les prélévements sont effectués du 15 au 18 avril 2014.

11.3.3.1. Etablissement du protocole

Afin de décrire le profil pharmacocinétique, il convient de réaliser les prélevements sur une
durée minimale équivalente & 5 demi-vies du médicament. Nous avons établi le protocole avec
l'aide du Dr Th. PETIT, du Pr. S. MARCHAND et du Dr. A. LESPINE qui étudie les lactones

macrocycliques.

Les données de la littérature montrent une demi-vie d'environ 12h chez I'homme (RCP
STROMECTOL®). Chez 'homme, le cheval [40] [41] et le chien [11] [42] le tmax S€ situe

autour de 4h.

Pour respecter la durée minimale équivalente a 5 demi-vies, nous décidons d'étaler nos

prélevements sur 72h.
Les 5 temps de prélévement sont choisis selon le profil pharmacocinétique de la molécule :

- 3 temps précoces a 4, 10 et 24 heures apres 'administration.

- 2 temps plus tardifs a 48 et 72 heures apres I'administration.

Les singes n'ayant pas été traités dans les 3 semaines précédant I'étude, aucun prélévement n'a
¢été réalisé a juste avant I'administration (t = Oh), la concentration plasmatique a été considérée

comme nulle.
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11.3.3.2 Anesthésies

Les procédures de prélévement se font sous anesthésie générale gazeuse. Ceci nécessite le port
de gants, la capture de 1'animal au filet, une contention manuelle et enfin la pose du masque

d’anesthésie (Annexe 6).

On utilise l'isoflurane a 5% sur une trés courte durée pour anesthésier I'animal, la concentration
est diminuée a 3% pour le maintien de la sédation au moment de la prise de sang au niveau de

la veine fémorale.

La durée maximale des anesthésies ne dépassait pas 5 minutes (4dnnexe 7).

I1.3.3.3. Volumes prélevés

Selon I'Office fédéral de la sécurité alimentaire et des affaires vétérinaires suisse (OVF), un
volume de sang prélevé sur une durée de 14 jours, s'il est inférieur a 20% de la masse sanguine

totale, n’a pas d'effet néfaste pour les animaux [43].

Les singes pésent de 500 a 650 g, leur volume sanguin est estimé a 7% de la masse corporelle,
soit un minimum de 31,4 mL. On pourrait donc prélever au maximum 6,3 mL de sang sans que

cela ne nuise aux animaux.

Les dosages nécessitent un volume de plasma de 200 pL. Afin d'obtenir une analyse
pharmacocinétique juste et représentative, les dosages sont faits deux fois.

Cela nécessite donc 400 pL de plasma. L'hématocrite du singe étant d'environ 50%, il faudra
donc 800 pL de sang. Pour plus de sécurité lors des manipulations, il sera prélevé un peu plus

soit 1 mL par singe.

Chaque primate subissant 5 prélévements dans les 72 heures, il sera prélevé au total 5 mL, soit

un volume inférieur aux préconisations de I'OVF.
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11.3.3.4. Déroulement des prélévements

Les prélévements se déroulent en présence de 2 vétérinaires et moi-méme, selon le protocole

suivant :

- Port de gants, capture de I'animal par le vétérinaire au filet dans sa cage et contention manuelle
dans le filet.

- Allumage du concentrateur a oxygene, réglage de l'appareil pour anesthésier les singes sur le
débit de 5% d'isoflurane.

- Lecture de la puce pour I’identification de I'animal.

- Pose du masque et contention manuelle de 1'animal.

- Dés que le singe est complétement atone, on régle la concentration de l'isoflurane a 3%
- Désinfection avec de l'alcool modifi¢ de l'intérieur de la cuisse. Repérage au toucher de
'emplacement de la veine.

- Ponction sanguine a la seringue puis introduction du prélévement dans un tube hépariné (tube
héparinate de sodium 4 mL réf.367884, BD Vacutainer, Beckton Dickinson) aussitot
homogénéisé par plusieurs retournements (4nnexe 8).

- Pour chaque prélévement sont consignés dans un tableau : le numéro d'identification du singe,
la date et I'heure du prélévement ainsi que le numéro du tube.

- Des le retrait de l'aiguille, le point de ponction est comprimé manuellement avec une
compresse afin d'éviter tout hématome.

- Injection en SC 2,5 mL de D.HYDRAT®. -
lorsque le point de ponction ne saigne plus, l'anesthésie est stoppée, le singe est placé dans une
cage de transport fermée. Quelques minutes apres il retrouve toute son activité et est libéré dans

la cage avec son groupe.

I1.3.3.5. Préparation des échantillons

La préparation des échantillons est effectuée selon le protocole suivant :

Les tubes sont centrifugés, le plasma est décanté par pipetage (micropipette) et réparti en deux

fractions aliquotes égales, d'environ 250 pL, dans des tubes Eppendorf numérotés de 1,5 mL.

Les prélévements sont ensuite conserveés a -20°C jusqu'a la réalisation du dosage.
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I1.4 Analyse HPLC [44] [45]

Le mercredi 28 mai 2014, les prélévements sont déposés au laboratoire TOXALIM de I'INRA
de Toulouse, les tubes congelés ont été conditionnés dans des glaciéres isolantes avec des
accumulateurs de froid et transportés par véhicule personnel entre le zoo de La Palmyre et le

laboratoire de Toulouse.

I1.4.1 Principe de la méthode

Le dosage est effectué par chromatographie liquide haute performance (HPLC) en phase
inversée, c'est a dire que la phase stationnaire est apolaire et la phase mobile polaire. Plusieurs

étapes sont nécessaires :
- Extraction du principe actif (ivermectine) a partir de 1’échantillon biologique (plasma).

- Dérivatisation de 1'ivermectine en un composé fluorescent qui permet une meilleure détection
en fluorimétrie qu'une détection, sans dérivatisation, dans l'ultra-violet.

La dérivatisation est une technique qui permet d'analyser un composé qui ne peut étre
directement analysé en HPLC, en synthétisant un sous-produit de ce composé présentant des

propriétés facilitant son analyse par chromatographie.

- L'échantillon a analyser est injecté puis transporté par la phase mobile polaire au travers de la
colonne chromatographique contenant la phase stationnaire apolaire. Suivant la nature des
molécules, elles interagissent plus ou moins avec la phase stationnaire.

Le temps de rétention est le temps mis par un soluté pour traverser la colonne. C’est le temps
pass¢ dans la phase stationnaire. Ce temps est caractéristique d’une molécule dans des

conditions d’analyse donnée.

- Détection et quantification du composé fluorescent (ivermectine dérivatisée), par
spectrophotométrie fluorimétrique.
En sortie de colonne grace a un détecteur approprié, la molécule est caractérisée par un pic dont

la surface est proportionnelle a sa quantité.

- Validation de la méthode.
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I1.4.2. Consignes de sécurité et gestion des déchets

On utilise des gants a usage unique lors de la manipulation des échantillons et des solvants.

La préparation des échantillons, des solvants d’¢lution pour I’'HPLC, la préparation et

I’utilisation des réactifs de dérivatisation, se font sous hotte aspirante.

L'¢limination des solvants et des solutions se fait dans des containers qui seront ensuite traités

par une société extérieure.

I1.4.3. Réception, stockage et distribution des échantillons

Aprés réception au laboratoire, les échantillons sont enregistrés sur un formulaire mentionnant:

+ Ladate.

* Le nom de I’équipe technique.

* Le nom de I’expérimentateur.

* Le nom/numéro de I’expérimentation.
» Lanature de I’échantillon.

» Le lieu de stockage (n° de piece).

» NP° de tiroir/ n° de compartiment.

Les échantillons étiquetés sont stockés a -20°C avant analyse.

I1.4.4. Protocole d'analyse

11.4.4.1. Extraction de l'ivermectine

- Déconggélation des échantillons a température ambiante.

- Homogénéisation des échantillons par passage au vortex (5 secondes).

- Prélévement de 0,2 mL d’échantillon (vérifier ’absence de fibrine en suspension).

- Transfert des 0,2 mL dans un tube Eppendorf de 2 mL.
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- Ajouter ImL d’acétonitrile (ACN) froid (stocké a -20°C) passage au vortex 5 secondes.

- Homogénéisation par agitation automatique pendant 20 minutes, passage au vortex 5

secondes.

- Centrifugation des échantillons 5 minutes a 13500 tours/minute a 6°C.

- Transfert du surnageant dans un tube pyrex (16x100 mm).

- Concentration du surnageant par évaporation a sec sous flux continu d’azote a I’aide de
I’appareil Turbovap®Biotage (60°C pendant 14 minutes) puis refroidissement de 1’échantillon

a température ambiante.

I1.4.4.2. Préparation des solutions de dérivatisation

Solution A : N-methylimidazole/ACN (1/1, v/v) utiliser la seringue de précision 1 mL : dans le

tube en verre déposer 1 mL d’ACN, 2 mL de methylimidazole et 1 mL d’ACN.

Solution B : Anhydride trifluoroacétique/ACN (1/2, v/v) utiliser la seringue de précision 1 mL
dans un tube en verre, déposer 2 mL d’ACN, 2 mL d'anhydride trifluoroacétique, 2 mL d’ACN.

11.4.4.3. Dérivatisation

Ajouter 100 pL de la solution A dans le tube contenant l'extrait sec d'ivermectine (déposer
contre la paroi du tube), agiter au vortex 3 secondes puis ajouter 150 pL de la solution B

(déposer au centre du tube), agiter au vortex 3 secondes.

Une fumée blanche apparait et se dissipe.

Transvaser I’échantillon dans un micro tube adapté pour injecteur HPLC et mettre une capsule
sur le tube d’injection avec la pince adaptée (si injecteur 460) ou dans un flacon de couleur

ambrée avec bouchon a vis et septum téflon (si injecteur 360).
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11.4.5. Les réactifs HPLC

Préparation de phases mobiles pour HPLC :

11 s’agit de préparer les solvants et les solutions qui constituent la phase mobile de I'HPLC qui
servent a détecter et a doser les lactones macrocycliques, selon les méthodes du laboratoire de

Toulouse [44].

— Préparation de I’acide acétique a 0,2%, volume total 1000 ml

- Remplir une éprouvette a bouchon rodé¢ (1000 mL) jusqu’a la graduation 600 mL avec de

I’eau ultrapure.

- Ajouter 2 mL d’acide acétique glacial 100%. Compléter a 1000 mL (gsp) avec de ’eau

ultrapure.

— Préparation du solvant pour le dosage de I’ivermectine

La phase polaire mobile (éluant) est composée de 40,2%/58%/1,8% (v/v/v) de

méthanol/d'acétonitrile/d'acide acétique 0,2%.

- Verser 9 mL d’acide acétique a 0,2% dans une éprouvette (25 mL).

- Verser 100 mL de méthanol dans une éprouvette (250 mL) puis ajouter les 9 mL d’acide

acétique 0,2%.

- Ajuster le volume total a 210 mL avec du méthanol.

- Bien homogénéiser le mélange (transvaser plusieurs fois dans une autre éprouvette de 250

mL).

- Verser 160 mL d’acétonitrile dans une éprouvette de 500 mL puis ajouter le mélange

méthanol-acide acétique 0,2%.

- Compléter jusqu’a 500 mL avec l'acétonitrile, bien homogénéiser ce mélange.
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— Filtration et dégazage du solvant

- Placer le support porte filtre, garni d'un filtre en nylon de diamétre 47 mm et de porosité 0,45

um, sur un erlenmeyer avec le col rodé.
- Placer le réservoir puis mettre la pince

- Verser simultanément le solvant en ouvrant le robinet de la trompe a vide (au maximum) ce

qui permet le dégazage et la filtration du solvant.

La filtration permet de retenir les particules contenues dans le solvant et éviter qu’elles ne

passent dans la chaine HPLC.

Le dégazage est nécessaire afin d'éviter que la présence d'une bulle d'air ne fasse varier le débit

de la pompe.
I1.4.6. Le systeme HPLC

- Réservoir de phase mobile : Un réservoir de solvant polaire (ou éluant) qui contient la phase

mobile en quantité suffisante, jusqu’a 2 L. (Figure 12)

- Pompe : permet d’assurer un débit constant de 1,5 mL/min. Mod¢le Kontron 420 ou Kontron

525.

- Injecteur : L'injecteur comporte une vanne a boucles d'échantillonnage automatique. Le
systéme de la boucle d'injection permet d'avoir un volume injecté constant et ainsi de ne pas
modifier la pression dans la colonne, ce qui est important pour I'analyse quantitative. Injecteur a
boucles d'échantillonnage automatique Kontron modele 360 ou 460 avec un volume de la

boucle d’injection de 100 pL.

- Colonne : La phase inverse stationnaire est majoritairement composée de silice greffée par
des chaines linéaires de 8 ou 18 atomes de carbones (Cs et C;g). Cette phase est apolaire et

nécessite donc ’utilisation d’un ¢éluant polaire.

Colonne utilisée SUPELCOSIL 'C-18 HPLC : longueur 250 mm, diamétre 4,6 mm,

granulométrie du gel 5 pm.
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-Détecteur fluorimétrique : La détection de fluorescence a été effectuée a des longueurs d'ondes

de 355 nm en excitation et 465 nm en émission. Cette détection est trés sensible et trés sélective.

Le détecteur utilisé est de type Jasco FP-920 ou FP 2020.

Colonne
Phase stationnaire apolaire

— o

 — | —
[ Injecteur <_|:|

échantillon d'lvermectine F'

Solvant Pompe [ Détecteur

phase mobile polaire

Enregistrement
des données

Rejet

Figure 12 : Schéma de principe d'une chaine d'HPLC

11.4.7. Validation de la méthode

Le but de la validation d'une méthode d'analyse est de démontrer qu'elle correspond a 1'usage
pour lequel elle est prévue et de prouver que le protocole est suffisamment exact et fiable pour

avoir confiance dans les résultats fournis.

Les principaux paramétres a déterminer sont les suivants :

- Coefficient d’extraction : quantité de plasma sanguin dont est extraite la substance : 95%.

- Répétabilité : La répétabilité¢ détermine I'écart maximum au niveau de confiance : 95% entre
2 résultats obtenus sur un méme échantillon pour une méme méthode, un méme analyste, un

meéme appareil, a un méme temps.
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Dans notre étude la répétabilité du dosage est de l'ordre de 2% pour les concentrations

supérieures a 2 ng/mL et de 8% pour les concentrations inférieures.

- Limite de détection : plus petite concentration ou teneur de I’analyte pouvant étre détectée,
avec une incertitude acceptable, mais non quantifiée dans les conditions expérimentales décrites

de la méthode.
Dans notre étude la limite de détection de 1'ivermectine est de 0,008 ng/mL.

- Limite de quantification : plus petite concentration ou teneur de 1’analyte pouvant étre
quantifiée, avec une incertitude acceptable, dans les conditions expérimentales décrites de la

méthode.
Dans notre étude la limite de quantification de l'ivermectine est de 0,075 ng/mL.

Pour un maximum de précision et de reproductibilité, tous les prélévements sont effectués avec
des micropipettes étalonnées régulicrement et apres formation du manipulateur au pipetage de

précision.

Chaque échantillon est analysé deux fois, un coefficient de corrélation entre les deux valeurs

obtenues est ensuite calculé afin de garantir la validité de la méthode.

I1.5. Analyse pharmacocinétique

Les paramétres pharmacocinétiques sont déterminés pour chaque singe par une analyse
pharmacocinétique non-compartimentale. Les paramétres pharmacocinétiques ont été calculés

a I’aide du logiciel WinNonLin 6.2.0 (Pharsight Corporation, Mountain View, Calif.).

La demi-vie (t12), permet de quantifier la rémanence d’un xénobiotique dans 1’organisme et

estimée par le calcul de la pente de la phase finale d'élimination.

L'AUCiy¢ est la surface sous la courbe de I'évolution des concentrations plasmatiques en
fonction du temps. Elle correspond a I'exposition de 1'organisme a un médicament, donc plus
I'AUC et ¢élevée, plus on peut considérer que le médicament a bien pénétré dans 1'organisme.

La surface sous courbe de 0 a 72h est calculée en utilisant la méthode des trapézes linéaires.
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L'extrapolation entre 72h et l'infini est estimée par le rapport de la concentration terminale sur

la constante de vitesse d'élimination (ke estimée par la pente).

La demi-vie est calculée comme étant le rapport de In2 / ke.

Le tmax correspond au temps de prélévement ou la concentration plasmatique est la plus élevée.

Le Chax correspond a la plus forte concentration plasmatique.
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Chapitre IIT — Reésultats et discussion

L'évolution des concentrations plasmatiques d'ivermectine en fonction du temps apres
administrations orale a la seringue, orale dans un gateau et intramusculaire sont présentées dans

la figure 13 et les tableaux 4 et 5.

€ 180 E 180

= 2

£.160 =

8 140 3

£120 S 18

o ©

£ 100 &

3 ©

= 80 a

& 60 é 1.8 _mVoie orale « gateau »

g 40 g —4—Voie orale « seringue »

c

g 20 i — - g Voie IM

g 0 ——i & c 0,18

(&) 0 10 20 30 40 50 60 70 o 0 10 20 30 40 50 60 70
a) Temps (h) b) Temps (h)

Figure 13 : Evolution des concentrations plasmatiques d'ivermectine en fonction du temps
apres administrations orale dans un gateau (@), orale a la seringue (¢) et intramusculaire ()

a la dose de 400 ug/kg. a) en coordonnées décimales. b) en coordonnées semi-logarithmiques

L’absorption semble plus lente apres administration IM qu’apres administration per os, en effet,
la concentration maximale aprés administration IM (Figure 13 et Tableau 4) est obtenue a un
tmax de 10h alors que pour les deux voies orales, elle est obtenue plus tot, deés le premier temps
de prélevement a t=4h (Figure 13 et Tableau 4). De plus, la concentration maximale moyenne
(Cmax) obtenue apres IM (96,9+76,9 ng/mL) est environ 5 a 10 fois plus forte que la Cpax apres
les deux voies orales. On peut noter toutefois une différence par un facteur 2 entre les
concentrations maximales observées lors des deux voies d’administration orale (administration
avec un gateau ou par la seringue).

Or, lors de I’expérimentation, il a été constaté que I’ensemble du gateau n'a pas été mangé par
les singes. Toute la dose n'a donc pas été consommée. De plus, on ne sait pas si tous les singes
ont consommé du gateau et en quelles proportions. La dose ingérée n'est donc pas controlée

pour cette voie orale a 1’origine certainement du Cpax plus bas pour cette voie d’administration

(Tableau 5).
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Tableau 4 : Valeurs moyennes des concentrations plasmatiques en ivermectine pour chaque

voie d'administration

Concentrations
(ng/mL) Temps (h)
4 10 24 48 72
Voie orale « gateau» | 10,6+4,7 7,0£3,8 5,1+£3,6 2,4+2.0 1,6£1,5
Voie IM 70,8+65,6 | 96,9+76,9 | 96,6+£71,5 | 55,4+16,3 | 35,2+3,9
Voie orale « seringue » | 20,4+5,4 | 16,9+5,8 7,1£2,6 1,7+0,8 0,6+0,3

Tableau 5 : Valeurs des différents parameétres pharmacocinétiques étudiés, pour chaque voie

Voie orale « gateau » Espéce (ng/[:;l) tmax (h) tiz (h) AUC;,¢ (h.ng/mL)
Singe « 3642 » GHLT 5,4 4 22,2 157
Singe « 4649 » GHLT 11,8 4 233 339
Singe « 5391 » GHLT 8,8 4 22,3 199
Singe « 9365 » GHLT 16,5 4 34,4 749
Moyenne + SD 10,6 + 4,7 4 25,6+ 6 361 £270
Voie IM . Conax tmax (h) ty2 (h) AUC;,s (h.ng/mL)
Espéce (ng/mL)
Singe « 4839 » GHLT 38,2 48 245,8 14870
Singe « 5378 » GLT 193,4 10 18,3 9103
Singe « 8728 » GLT 121,9 10 27,1 7342
Singe « 9305 » GHLT 50,2 10 139,1 11064
Moyenne + SD 100,9+71,9 |19,5+19( 107,6 +107,3 10595 + 3230
Voie orale « seringue » . Conax tmax (D) t12 (h) AUC;,¢ (h.ng/mL)
Espéce (ng/mL)
Singe « 50 » TG 13,8 4 13,2 272
Singe « 1665 » TG 23,9 4 11,6 474
Singe « 9363 » TG 18,5 4 12,3 453
Singe « 67208 » TG 25,5 4 13,2 655
Moyenne + SD 20,4 £5,3 4 12,6 = 0,8 464 £ 157

La demi-vie moyenne de la voie IM (107,6 = 107,3h Tableau 5) est plus élevée que pour les
deux voies orales (25,6 = 6h pour la voie orale « gateau » et 12,6 + 0,8h pour la voie orale

« seringue »), ce qui pourrait s’expliquer par une absorption IM plus lente qu’apres
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administration orale et qui limiterait I’élimination de la molécule, traduisant un phénomene de
flip-flop. On peut également noter que la demi-vie moyenne de la voie orale « gateau » est plus
longue (dans une moindre mesure) que celle de la voie orale « seringue » suggérant que
l'alimentation ralentit I’absorption de l'ivermectine (méme si cela n’apparait pas au niveau du
tmax 11€ & un prélévement unique réalisé a 4h). Ceci impacte ainsi la demi-vie et génére 1a aussi
un phénoméne de flip-flop laissant penser que la demi-vie observée lors de I’administration

avec le gateau n’est qu'une demi-vie apparente.

Les ratios d’AUC peuvent étre comparés pour évaluer les différences d’exposition a
I’ivermectine entre les différentes voies d’administration. Il existe un facteur 23 entre les
AUCy¢ de la voie IM et de la voie orale « seringue » (Tableau 5). C'est 1a voie IM qui offre une

plus grande exposition a I’ivermectine.

Les AUCi,s pour les deux voies orales sont du méme ordre de grandeur avec un rapport AUCinr
orale «seringues/ AUCnf orale «gateaus €gal @ 1,3 (Tableau 5). Cette différence d’exposition a
I’ivermectine entre la voie IM et les voies orales peut s’expliquer par le fait que I’ivermectine
est connue pour étre un substrat de la glycoprotéine P (DrugBank). 11 s'agit d'une protéine
d'efflux que l'on retrouve entre autre a la surface des cellules épithéliales de 1’intestin au niveau
du pole apical (lumicre de I’intestin). L'ivermectine lors d’une administration PO est donc prise
en charge par la glycoprotéine P, redirigée dans la lumiére intestinale, limitant ainsi sa

biodisponibilité orale.

Concernant la voie IM, on constate une grande variabilité. En effet deux sous-groupes semblent
apparaitre correspondant chacun a une espece de singe différente (L. chrysomelas et L. rosalia).
Les L.chrysomelas présentent un Cp,x moyen de 44,2 ng/mL, soit 4 fois plus faible que celui
observé pour les L.rosalia (157,7 ng/mL Tableau 5). On constate une demi-vie 8 fois plus
longue pour les L.chrysomelas (192,5h Tableau 5) que pour les L.rosalia (22,7h Tableau 5).
Cette variabilité se retrouve également au niveau des AUC;,r avec une moyenne de 12967
h.ng/mL pour les L.chrysomelas et 8223 h.ng/mL pour les L.rosalia. La surface sous courbe
étant définie par le rapport F.Dose/CL, ou F correspond a la biodisponibilité et CL a la clairance
de la molécule. La dose administrée étant identique pour les deux espéces, ainsi que la
biodisponibilité, une différence d’¢élimination (clairance) entre les deux espéces semble donc

étre a I’origine de cette modification d’AUC;ys.
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Cependant, cette différence d’¢élimination ne semble pas expliquer a elle seule la variabilité
entre les demi-vies chez les deux espéces. La demi-vie (t;2=In2.Vd/CL) dépendant a la fois de
la clairance de la molécule mais aussi de son volume de distribution Vd. La différence entre les
demi-vies pourrait étre attribuée a des différences de distribution entre les deux especes, bien
qu’elles soient considérées comme proches physiologiquement (selon le Dr Th. PETIT). Bien
sur, le faible nombre d’animaux ne nous permet pas de conclure de maniére formelle et il

conviendrait de confirmer ces données par une étude plus approfondie.

Concernant 1’estimation des surfaces sous la courbe par la méthode non-compartimentale, il
convient en pratique pharmacocinétique classique d’obtenir un pourcentage d’aire sous la
courbe extrapolée inférieure a 20%, en pharmacocinétique cela est généralement réalisable sur
3,3 demi-vies. Pour les deux voies orales, les pourcentages d'extrapolation sont inférieurs a
25%, ce qui est tout a fait acceptable (4nnexe 9). Pour la voie intramusculaire on observe des
pourcentages entre 70 et 85% pour le sous-groupe des deux L. chrysomelas, avec une demi-vie
d’¢limination moyenne estimée a 192,5h il aurait donc fallu continuer les prélévements bien
apres les 72 heures afin d'avoir une meilleure estimation des demi-vies et des AUC. Pour les
deux L. rosalia, les pourcentages d'extrapolation sont acceptables, étant inférieurs a 20%

(Figure 14).
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Figure 14 : Extrapolation des AUC
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Les données concernant l'utilisation ou la pharmacocinétique de l'ivermectine chez les singes
sont inexistantes dans la littérature scientifique. Il n'existe notamment officiellement aucune
donnée sur l'efficacité de 1’ivermectine. On ne dispose pas d'équivalent a la concentration
minimale inhibitrice (CMI) comme pour les antibiotiques ou de biomarqueur d'efficacité. On
ne peut donc rien conclure quant a l'efficacit¢é de nos concentrations plasmatiques sur le

Parastrongylus dujardini.

Cependant selon Gonzalez Canga A. et al. [11] une concentration plasmatique de 0,5 a 1 ng/mL
est nécessaire pour obtenir une activit¢é anthelmintique optimale contre les nématodes
intestinaux et pulmonaires chez le bétail. Dans le cas de notre étude, les concentrations
plasmatiques sont au dessus de ces valeurs sur toute la durée de 1’étude (72h pour les voies IM
et orale « seringue » mais uniquement jusqu’a 48h pour la voie orale « gateau »), nous pouvons
supposer avec beaucoup de précautions que nos administrations d'ivermectine chez tous les
singes ¢étaient efficaces pour lutter contre des infestations de nématodes pulmonaires et/ou
gastro-intestinaux.

Une étude de Gokbulut C. [2] chez la chévre montre qu’aprés une administration orale
d’ivermectine sous forme de comprimé on observe un Cp,y de 10,33+4,10 ng/mL et un t;; de
16 heures. Ces valeurs sont du méme ordre de grandeur que celles que nous avons obtenues

apres administration orale dans notre étude, ce qui semble confirmer nos résultats.

Il convient donc de se demander si la concentration plasmatique la plus élevée serait la plus
efficace, si une demi-vie plus longue offrant une meilleure couverture par l'ivermectine serait
plus utile dans le traitement et dans la prévention des infestations, auxquels cas nous choisirions

la voie intramusculaire.

La voie orale « gateau » ne semble pas convenir au traitement d'un groupe. La dose administrée

n'est pas controlée et il existe le risque qu'elle soit nulle.

Il n'est pas a exclure une certaine résistance du parasite a lI'ivermectine. Nous ne sommes pas
en mesure de I’estimer, mais cela renforce l'intérét de travailler dans des concentrations
estimées efficaces, tout comme pour les antibiotiques. En travaillant avec des concentrations

en ivermectine sub-thérapeutiques nous risquerions de sélectionner des résistants.

La voie IM est également connue pour avoir une absorption erratique, il aurait certainement été

préférable d'utiliser la voie SC sachant que I’administration SC est souvent considérée comme
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ayant une biodisponibilité proche de 100%. Le choix de la voie IM a été fait en raison de sa

plus grande facilité de mise en ceuvre sur des animaux de petite taille.

Notre étude présente un certain nombre de faiblesse, notamment sur le fait d'inclure différentes
especes dans les groupes et donc d’avoir des groupes hétérogenes. De plus, ce ne sont pas les
mémes individus utilisés pour I'ensemble des trois voies d'administration, ni au sein de chaque
voie (la voie IM comptant deux espéces), aussi ont €té inclus des individus d'age et de sexe
différents en faible nombre et chaque animal n'est pas son propre contrdle. Cependant il s'agit
d'effectifs représentatifs d'une population de zoo et le choix des animaux est limité. Il est
important de noter qu'aucun effet indésirable ou secondaire n'a été noté par le vétérinaire dans

les jours suivant l'administration de l'ivermectine.
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CONCLUSION

Cette nouvelle forme d’infestation par Parastrongylus dujardini représente un risque important
pour les Callithricidés en captivité. Notre étude tend a montrer que la recherche de la meilleure
voie d’administration de I’ivermectine pour prévenir et ou soigner cette parasitose, est la voie

IM.

Cependant, dans le cas précis du zoo de La Palmyre, malgré un traitement préventif par
I’ivermectine, la mortalité des singes callithricidés n’a pas diminuée depuis la réalisation de ce
travail (selon le Dr Th. PETIT- communication personnelle, mai 2016), ce qui a conduit a

abandonner ce traitement, dans 1’état actuel des connaissances.

Notre étude a été réalisée sur un petit nombre d’animaux et sans controle de I’efficacité
parasitologique du traitement. Elle différe des autres publications retrouvées dans la littérature
par le fait qu'elle donne une notion globale de 1'évolution des concentrations plasmatiques en
ivermectine et des AUC chez les espéces de singe étudiées, et pas uniquement un rapport de
concentrations. Ce travail pourrait étre approfondi, en y couplant une analyse
pharmacodynamique, en comparant les profils pharmacocinétiques aprés administration de
doses différentes, en testant d'autres antihelminthiques. Il serait de plus intéressant de mener
des études sur des animaux parasités, et d’inclure un contrdle de 1’efficacité parasitologique du

traitement.
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GLOSSAIRE

- Cestodes : vers plats rubanés parasites de l'intestin des vertébrés (ex : Ténia). Ils font partie

de 'embranchement des Plathelminthes.

Taenia solium [46]

- Dirofilariose : Maladie du chien causée par un ver rond Dirofilaria immitis qui parasite le

cocur.

- Filariose a Loa loa : filariose cutané¢o-dermique Africaine dues a des vers ronds (filaires)

vivant sous la peau.

- Hétéroxene : Se dit d'un cycle parasitaire qui comprend le passage obligatoire par au moins

un hote intermédiaire.

- Hypodermes : Insecte diptére dont les larves effectuent leur cycle dans le corps d'un animal.

- Lagomorphe : Ordre de mammiferes rassemblant les 1époridés (lievres et lapins) et les pikas.

- Nématodes : Vers généralement filiformes et a section circulaire (ex : Ascaris).

Pratylenchus neglectus [47]
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- Pour-on : Forme galénique consistant a administratrer un médicament suivant une ligne dorso-
lombaire allant de la base du cou a la base de la queue de I'animal. On retrouve des poudres et

surtout des solutions.

- Trématodes : Vers plats, parasites. IIs font partie de I'embranchement des Plathelminthes (ex :

Douve du foie).

Fasciola hepatica — 1a Douve du foie [48]
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ANNEXES

Annexe la : Papilles a l'extrémité de la queue de la femelle [1]

180x134mm (300 x 300 DPT)

Annexe 1b : Cotes latérales partant du tronc commun [1]

180x134mm (300 x 300 DPT)
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Annexe 2 : Morphologies de Parastrongylus dujardini selon ses stades larvaires jusqu'a sa

forme adulte [38] [39]

100
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Fi16. 1. — Larves 4° stade : a) male, b) femelle.
Fig. 2. — Larves 4* stade : a) maile, b) femelle.
F16. 3. — Jeune adulte méle.

FiG. 4. — Jeune adulte femelle.

59



Annexe 3 : Volumes a administrer GHLT : Tamarin lion a téte dorée (Leontopithecus

chrysomelas) ; GLT : Tamarin lion doré (Leontopithecus rosalia) ; TG : Tamarin de Gould

(Callimico goeldii) ; m : male ; [ : femelle ; id : numeéro d'identification ; IM : intramusculaire

Espéce | sexe id poids (g) | spécialité voie volume (ml)
GHLT m 5391 670 ORAMEC | orale « gateau » | 2,8 pour le groupe
GHLT m 3642 713 ORAMEC | orale « gateau » | 2,8 pour le groupe
GHLT f 9365 742 ORAMEC | orale « gateau » | 2,8 pour le groupe
GHLT f 4649 657 ORAMEC | orale « gateau » | 2,8 pour le groupe
GHLT m 9305 688 IVOMEC IM 0,027
GHLT m 4839 599 IVOMEC IM 0,024

GLT m 5378 576 IVOMEC IM 0,023

GLT m 8728 655 IVOMEC IM 0,026

TG f 9363 463 ORAMEC | orale « seringue » 0,23

TG m 1665 449 ORAMEC | orale « seringue » 0,22

TG f 67208 461 ORAMEC | orale « seringue » 0,23

TG m 50 528 ORAMEC | orale « seringue » 0,26
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Annexe 4 : Gdteau distribué aux animaux (photo personnelle)
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Annexe 5 : Administration orale a la seringue (photo personnelle)
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Annexe 6 : Anesthésie gazeuse (photo personnelle)
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Annexe 7 : Anesthésie de L. chrysomelas (photo personnelle)
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Annexe 8 : Prélevement sanguin (photo personnelle)
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Annexe 9 : Pourcentages d’extrapolation

Voie orale « giteau »

% extrapolation

Singe « 3642 » 11
Singe « 4649 » 13
Singe « 5391 » 12
Singe « 9365 » 24

Voie orale « seringue »

% extrapolation

Singe « 50 » 3
Singe « 1665 » 2
Singe « 9363 » 2
Singe « 67208 » 3

Voie IM % extrapolation

Singe « 4839 » 85
Singe « 5378 » 9
Singe « 8728 » 19
Singe « 9305 » 71
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RESUME

Une nouvelle forme d'infestation des singes Callithricidés en captivité par Parastrongylus

dujardini est a 'origine d'une mortalité importante.

Un traitement empirique par ivermectine est mis en place en urgence chez ces animaux de

maniére préventive et curative, au zoo de La Palmyre (Charente Maritime).

Ce travail consiste en une étude expérimentale pharmacocinétique visant a déterminer
I'évolution des concentrations plasmatiques de l'ivermectine, chez les Callithricidés, apres
administration par différentes voies : voie orale dans l'alimentation, voie orale forcée a la

seringue, et voie intramusculaire.

Les dosages de l'ivermectine sont réalisés par HPLC. La détermination du tpax, de la Cpax et de
la demi-vie montre que la voie intra musculaire donne les meilleurs résultats. La mesure de
I'AUCiys montre également une meilleure exposition a I'invermectine par la voie

intramusculaire.

Il reste difficile d'affirmer 1'efficacité des taux sériques obtenus dans cette étude, faute de

références publiées dans la littérature et de I'é¢tude de I'efficacité parasitologique.

Malgré tout, I'é¢tude pharmacocinétique, la comparaison aux données existantes pour d'autres
familles d'animaux, ainsi que l'aspect pratique, tendent a montrer la supériorité de la voie

d'administration intramusculaire.

Le faible effectif d'animaux utilisés appartenant a différentes especes, ainsi que 1'absence de

controle parasitologique, nécessitent des études complémentaires pour adapter le traitement.

MOTS CLES

Pharmacocinétique, Ivermectine, Callithricidés, Parastrongylus dujardini, Dosage HPLC.
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