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1. SOMMAIRE

La chlortétracycline (CTC) et ’oxytétracycline (OTC) sont les antibiotiques les plus
souvent prescrits chez le porc. Ces médicaments administrés via I’aliment sont d’une
efficacité mitigée aux doses approuvées et les vétérinaires doivent prescrire des doses
hors-normes pour obtenir les résultats escomptés. Aussi, les vétérinaires les utilisent de
facon interchangeable sans que leur équivalence thérapeutique n’ait été démontrée.
Cette étude a pour but de caractériser et de comparer les relations dose-effet

prophylactiques de la CTC et de ’OTC administrés via ’aliment chez le porc.

En premier lieu, les articles de pharmacocinétique orale de ces antibiotiques chez le
porc ont fait ’objet d’une méta-analyse de type Mantel-Haenszel. La CTC et 'OTC
ont des biodisponibilités orales (F), des volumes de distribution (V) et des constantes
d’élimination (k) significativement différentes (P < 0,05). Des simulations de dosages
réitérés a des posologies identiques montrent que les concentrations plasmatiques de
CTC seraient deux fois plus élevées que celles d’OTC, ce qui permet de supposer que
Jeurs efficacités prophylactiques in vivo devraient étre différentes a des concentrations

minimales inhibitrices (CMI) identiques.

Cette hypothése a été vérifiée avec une expérience de pharmacocinétique jumelée a
une infection expérimentale, ou 104 porcs de 9 kg ont ¢té répartis en trois groupes :
témoin (n = 36), CTC et OTC (n = 34 / antibiotique). Les porcs ont re¢u par voie
intraveineuse 5 mg/kg de CTC ou d’OTC, suivi de 11, 22, 33 ou 44 mg/kg via
|’aliment (n > 8 / dose / antibiotique). Ensuite, les porcs ont regu ces mémes doses
d’antibiotique via I’aliment & 12 h d’intervalle durant 6 jours. Tous les porcs ont regu
au jour 5 de traitement une souche d’Actinobacillus pleuropneumoniae sensible aux
tétracyclines (CMI = 2 mg/L pour chaque antibiotique) par voie intranasale. Les
différences pharmacocinétiques détectées par méta-analyse ont été confirmées, mais la
biodisponibilité de la CTC mesurée expérimentalement était plus grande que prévue.
Quelle que soit la dose, la concentration plasmatique moyenne a I’équilibre (Cpoy) de
CTC était 4 fois plus élevée que celle d’OTC (P < 0,0001). Les signes cliniques et

Iétendue des 1ésions pulmonaires étaient plus importants chez les témoins et le groupe




iv

OTC que chez le groupe CTC (P < 0,0002). La relation entre la gravité des signes
cliniques et Cmoy, ainsi que celle entre I’étendue des 1ésions et Croy était compatible
avec le modéle de Hill, ob les effets prophylactiques maximaux étaient atteints quand
Crmoy > 1 mg/L, ce qui n’était possible qu’avec de 1a CTC, mais & des doses trois fois
plus élevées que la dose quotidienne approuvee.

Le design expérimental décrit ci-dessus a aussi serVi a comparer les comportements
alimentaires des porcs recevant des aliments medlcamentes 4 ceux du groupe témoin
durant les jours ou le protocole n’interférait pas avec la prise d’aliment. Trois repas
correspondant en tout & 5% du poids vif de chaque animal étaient servis durant la
période d’activité des porcs. La durée du repas, le taux d’ingestion et le nsque de ne
pas manger tout I’aliment prescrit au moms une fois durant la période de suivi n’ont
pas été affectés par le type d’antibiotique ni par leur concentration dans I’aliment
(P>0,05). Le seul effet zootechnique significatif a été mesuré sur la variance du taux

de conversion alimentaire, qui était plus homogéne chez les groupes médicamentés que

chez les témoins (P<0,01).

Ces résultats indiquent que la CTC est moyennement absorbée, que I’OTC est mal
absorbée et que les doses d’usage actuelles sont insuffisantes pour maitriser des
bactéries considérées sensibles d’aprés I’antibiogramme. L’augmentation des doses
améliore significativement 1’efficacité prophylactique, sans pour autant induire de
’aversion envers ’aliment fortement médicamenté chez les porcs. En raison de sa
meilleure biodisponibilité, les vétérinaires devraient privilégier I'usage de CTC pour

Jes traitements via I’aliment chez le porc.
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2. AVANT-PROPOS

La médecine des espéces porcine, aviaire et des espéces aquicoles est radicalement
différente des médecines des autres animaux domestiques et de I’homme. En effet,
I’élevage de ces premiers est de type industriel, ou de grands groupes d’individus sont
glevés jusqu’a atteindre le poids d’abattage selon un processus de production en série.
Ce systéme de production, ou le rendement économique est un leitmotiv, n’est pas sans
conséquences sur le plan sanitaire et zootechnique. Les porcs sont regroupés en grands
nombres dans des parcs ou des cases communautaires, a I’intérieur de batiments |
fermés. Dans ce cadre, le vétérinaire en industrie animale exercera plus souvent une
médecine de population, ot I'unité d’intérét est |’ensemble des animaux dans leur
biotope. Les maladies respiratoires, assocides & des bactéries telles que Actinobacillus
pleuropneumoniae, Actinobacillus Suis,‘ Bordetella bronchiseptica, Haemophilus
parasuis, Mycoplasma hyopneumoniae, Pasteurella multocida et Streptococcus suis,
constituent le probléme de santé le plus important en industrie porcine (Christensen et
coll., 1999). Divers facteurs reliés aux animaux, & la conduite du troupeau ou aleur
environnement favorisent I’apparition, le développément, le maintien et la propagation
des maladies bactériennes a travers le troupeau (Stirk, 2000). Ainsi, des épisodes
cliniques peuw}ent survenir  la suite d’événements inéluctables en production porcine
tel que le sevrage et le transfert des porcs vers les batiments de finition, ou encore suite
a des changements climatiques marqués. Certains microorganismes pathogénes sont
des agents primaires de maladie (Taylor, 1999), mais il est plus fréquent de les
rencontrer dans le cadre d’infections mixtes (Dee et coll., 1993), ot le virus du
syndrome respiratoire et reproducteur porcin est un acteur important. Par consequent,
Jors de I’enquéte diagnostique en médecine de population, on accorde une grande
importance & I’identification et a la caractérisation des facteurs de risque, dont la

maitrise est essentielle au contrdle de la maladie dans Iélevage.

Les principales composantes d’une stratégie efficace de lutte contre la maladie sont
I’ajustement des conditions de captivité et de la conduite du troupeau, la vaccination

systématique des sujets & risque et I’antibiothérapie. Cette derniére est utilisée surtout



durant les phases initiales du plan d’action pour maitriser les agents pathogeénes en
attendant que les autres mesures soient mises en place et deviennent pleinement
opérationnelles. Les traitements médicamenteux individualisés, tels que I’on prodigue
3 I"homme et aux animaux de compagnie, ne sont appliqués aux porcs que lorsque les
individus malades peuvent étre identifiés aisément parmi le groupe, ou dans des
sections de la ferme o les animaux sont gardés en cases individuelles. Lorsqu’une
maladie contagieuse apparait dans 1’élevage, le traitement des individus malades doit
atre doublé d’une thérapie de masse pour protéger a court terme les animaux sains en
contact avec les malades. Cette mesure peut aussi étre envisagée pour protéger un
groupe d’animaux infectés sans signes cliniques apparents durant la période
d’influence d’un facteur de risque précis. Ainsi, ce type de traitement est 2 la fois
prophylactique (pour les animaux 4 risque mais pas encore infectés) et
métaphylactique (pour les animaux infectés mais cliniquement normaux). En raison de
a taille réduite du personnel de ferme, du grand nombre d’animaux a traiter et de leur
nature insoumise & ’égard du traitement, les antibiotiques sont administrés via 1’eau de

boisson ou ’aliment que les porcs consommeront quotidiennement (Larrabee, 1983).

Bien que la plupart des classes d’antibiotiques de la pharmacopée sont théoriquement
disponibles pour usage dans 1’eau et I’aliment (Agriculture Canada, 1998), en pratique
le choix se limite aux antibiotiques les moins chers. En effet, le nombre d’animaux a
traiter, la longueur de la période & risque (Higgins et coll., 1990) et le budget
disponible pour I’achat de médicaments font que les antibiotiques les plus anciens
soient les plus utilisés encore aujourd’hui. Une enquéte américaine réalisée durant les
années 1980 indique qu’en médecine porcine on utilise environ 60% des médicaments
destinés aux animaux de consommation (Prescott, 1997). Cette méme étude signale
qu’environ 50% de tous les antibiotiques incorporés dans ’aliment du bétail étaient

des tétracyclines, ce qui est conforme aux chiffres obtenus lors d’une récente enquéte

dans 1’Union Buropéenne (FEDESA, 1998).

Les tétracyclines de premiére génération sont administrées via ’aliment aux animaux
de consommation depuis prés d’un demi-siécle (Davies, 1999), bien avant que les

méthodes d’études de pharmacocinétique-pharmacodynamie (PK/PD) des




antibiotiques ne soient mises au point (Vogelman et coll., 1988; Mattie, 2000). Ainsi,
les doses d’usage ont été établies sans pouvoir se baser sur une connaissance précise de
leurs relations concentration-effet ni de la variabilité inter-individuelle qui y est
associée. Dans le contexte actuel d’émergence de bactéries multi-résistantes, il est
impératif de caractériser la relation PK/PD des molécules en service depuis le début de
1’ére des antibiotiques pour mettre au point des schémas thérapeutiques qui minimisent
les risques de toxicité, de résidus médicamenteux et de sélection de bactéries

antibiorésistantes sans compromettre leur efficacité thérapeutique (Apley et coll.,

1998).

Selon les directives du Bureau des Médicaments Vétérinaires (Agriculture Canada,
1998), la chlortétracycline (CTC) et I’oxytétracycline (OTC) doivent étre prescrites
chez le porc & des doses identiques pour les mémes indications. Cependant, les
vétérinaires québécois se prévalent de leur droit de prescrire des doses hors-normes
pour pallier Iefficacité mitigée de ces antibiotiques lorsqu’ils sont administrés aux
doses d’usage en conditions de champ. Aussi, les fluctuations du prix de détail de ces
antibiotiques induisent la substitution sur le formulaire de prescription vétérinaire sans
qu’aucune étude n’en ait démontré I’équivalence thérapeutique. Dans I’espoir de
fournir des données objectives pour un usage rationnel, cette étude a pour premier but
de caractériser la relation dose-effet prophylactique de la CTC et de I’OTC
administrées via I’aliment chez le porc sevré avec une étude PK/PD. Le deuxiéme but
est d’évaluer I’effet de la dose de ces antibiotiques sur le comportement alimentaire

des porcs afin de déterminer le risque qu’un échec thérapeutique se produise suite a

une diminution de ’ingéré volontaire.



3. REVUE DE LA LITTERATURE

3.1. DECOUVERTE DES TETRACYCLINES

La découverte de la pénicilline G a donné essor, a partir de 1939, a la recherche
systématique de microorganismes du sol qui produisent des molécules antibiotiques
(Figure 1). L’instigateur et chef de file de cette prospection fut Selman A. Waksman,
qui a établi les techniques permettant d’isoler des milliers de souches bactériennes
pour en étudier les métabolites. Ceci et la découverte de la streptomycine lui ont valu
le prix Nobel de médecine en 1952 (Davies, 1999). Bien que ’apparition de ces
molécules constituait un pas de géant en thérapeutique des maladies infectieuses, leur
utilisation en clinique était compliquée, car leur spectre d’activité antibiotique était
étroit ou elles produisaient des effets adverses dangereux chez les patients. Vers la fin
des années 1940, les laboratoires LEDERLE isolent un nouvel organisme du sol dont
le mycélium aérien devenait jaune doré apres quelques jours d’incubation sur gélose

(Duggar, 1948) : ce trait lui valut

d’étre baptis¢ Streptomyces Figure 1. Chronologie de I'dge des antibiotiques.
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une substance au spectre antibiotique identique a celui de I’auréomycine.

Durant les années 1950, on découvrit que ces deux antibiotiques possédent un
squelette identique, que I’on nomma tétracycline (Figure 2), sur lequel étaient greffés
soit un atome de chlore dans le cas de |’auréomycine, soit un groupement alcool chez
Ja terramycine (Stephens et coll., 1952). Ces produits furent nommes chlortétracycline
et oxytétracycline, respectivement. Entre les années 1950 et 1970, les tétracyclines
sont largement utilisées pour le traitement des maladies infectieuses (Kunin et Finland,
1961). A cette époque, on essaya d’obtenir d’autres dérivés de cette famille ayant des
propriétés pharmacologiques plus convenables pour 'usage clinique, soit par sélection
des souches de Streptomyces, soit en modifiant la composition du milieu de
fermentation ou encore par des modifications chimiques des produits de fermentation.

C’est ainsi qu’apparurent sur le marché :

0 12 ETACYCHIE .vooeereveieeerrersni e 1953
o 12 AEMECIOCYCHNE .ucvuvrriiirissireseisnssisiss s e 1957
0 12 MEhACYCHNE ... euceiuiieiereirrsier s s 1965

Figure 2. Structure de la tétracycline, groupements facultatifs (caractére gras) et
substitutions réalisées pour obtenir la chlortétracycline et ’oxytétracycline

(fléches).




0 12 AOXYCYCHNE wvuvvrivnrmusrsserissersesssissi s st

0 12 TINOCYCHNE covveverecrsirmnsssssessseeesmss st

A partir des années 1970, 1a popularité des tétracyclines dans les pays occidentaux a
diminué en raison de I’émergence de bactéries antibiorésistantes et de la mise en
marché de p-lactamines a large spectre (F inland, 1974). Cependant, I’émergence de
bactéries pathogénes résistantes a plusieurs classes d’antibiotiques durant les années
1980 a réanimé la recherche de nouvelles molécules et les travaux d’optimisation des
noyaux déja existants (Sum et coll., 1998). Ainsi, les 8-méthoxychlortétracyclines
produites par Actinomadura brunnea et Micromonospora vesca ont été découvertes
par les laboratoires SCHERING. Aussi, les laboratoires BRISTOL-MYERS SQUIBB
ont découvert que certaines espéces de Dactylosporangium produisent des 8-
méthoxychlortétracyclines glycosylées : les dactylocyclines. Les laboratoires
LEDERLE (maintenant WYETH-AYERST) ont réussi 4 implanter un groupe glycine
ou des dérivés de celle-ci sur le noyau tétracycline sans qu’il ne perde son activité
antibiotique. Ces nouveaux produits semi-synthétiques, les glycylcyclines, seront
bientdt disponibles sur le marché pour le traitement de maladies nosocomiales &

bactéries multi-résistantes (Sum et coll., 1998).

Enfin, on a récemment découvert des tétracyclines semi-synthétiques qui bloquent
certaines protéines d’efflux impliquées dans la résistance aux tétracyclines (Nelson et

Levy, 1999). Ces inhibiteurs sont en cours de développement pré-clinique.

3.2. PRODUCTION DES TETRACYCLINES

3.2.1. Les streptomycetes

Les tétracyclines naturelles sont produites par des bactéries du genre
Streptomyces : des organismes Gram-positifs filamenteux au mycélinm
végétatif profusément ramifié et dont le mycélium aérien porte des chaines de3

ou plusieurs arthrospores (Figure 3). Ces organismes forment des petites




colonies dont la texture rappelle le lichen, le cuir ou le beurre. Le rriycélium
aérien est pigmenté chez plusieurs especes et certaines espéces produisent des
pigments solubles qui diffusent dans le milieu de culture (Locci, 1984). Les
streptomycétes forment la famille la plus importante de I’ordre des
Actinomycetales (Figure 3), tant par leur diversité que par leur capacité a

produire des antibiotiques (Waksman, 1967; Locci, 1984).

L’ordre Actinomycetales est surtout composé de bactéries aérobiques
saprophytes, qui préférent les habitats au pH neutre (neutrophiles) et une
température de 25° 4 30°C (mésophiles) pour croitre. Ils sont présents dans le
sol, le compost, les fourrages et méme 1’écosystéme aquatique d’eau douce
(Goodfellow et Williams, 1983). D’autres actinomycétes importants sont le

genre Micromonospora, dont certaines espéces produisent des antibiotiques,

Figure 3. Nomenclature de zones de croissance des streptomycétes sur gélose
(A), apparence des arthrospores des streptomycétes (B) et caractéristiques
morphologiques saillantes de quelques familles de Iordre Actinomycetales (C).
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A et B adaptés de : Bergey's manual of systematic bacteriology — volume 4. (1984).
C adapté de : 8™ International Symposium on Biology of Actinomycetes. Gene, 115 (1992).




ainsi que les genres Actinomyces, Dermatophilus, Corynebacterium,
Mycobacterium, Nocardia et Rhodococcus, dont plusieurs espéces sont
pathogenes Certains actmomycetes tel que le genre Frankia sont impliqués
dans la fixation de 1’azote atmosphérique qui sera ensuite utilisé par les plantes.
D’autres genres peuvent dégrader les hydrocarbures et sont utilisés pour la
décontamination lors de déversements d’agents polluants. Le volume 4 du
Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology (Williams et Sharpe, 1984),

’ceuvre souche sur la taxonomie bactérienne, est entiérement dédié aux

actinomycetes.

Morphologiquement, les actinomycétes se situent & mi-chemin entre les
bactéries et les moisissures : dans son article germinal (1948), Duggar qualifiait
ces organismes d’« ultra-molds ». Les Actinomycetales doivent cependant étre

classées parmi les bactéries, car ils ne possédent pas les caractéristiques propres

aux moisissures (Waksman, 1967) :

e Ils n’ont pas de noyau (et par conséquent ne sont pas eucaryotes),
e Leur paroi n’est pas formée de cellulose ou de chitine,

e IIs sont résistants aux agents antifongiques mais sensibles aux

antibiotiques,

e Iis sont attaqués par les virus bactériophages.

La plupart des antibiotiques sont produits par des streptomycétes (Waksman,
1967). Hormis les tétracyclines, les espéces du genre Streptomyces produisent
des antibactériens tels que le chloramphénicol, 1’érythromycine, la
lincomycine, les polymyxines, la streptomycine et la vancomycine. Elles
produisent aussi des agents anticancéreux comme les antracyclines, des agents

antifongiques comme la nystatine et des anthelminthiques tels que

I’ivermectine.




La synthése de substances actives du point de vue pharmacologique ne peut
dtre réalisée que si la bactérie posséde la voie métabolique requise et que les
conditions de culture y sont favorables (Okami et Hotta, 1988). Ainsi, la
capacité & produire des antibiotiques n’est pas reliée a I’espéce : des souches
d’une espéce donnée peuvent produire des substances appartenant a des classes
différentes d’antibiotiques, et des souches appartenant a différentes espéces
peuvent synthétiser le méme antibiotique. La CTC et ’OTC, qui font I’objet de
cette thése, sont produites respectivement par certaines souches de
Streptomyces aureofaciens et par Streptomyces rimosus. Le lecteur peut se
référer au Bergey's manual of systematic bacteriology pour une description

précise de ces bactéries (Locci, 1984).

3.2.2. Biosynthese

Les antibiotiques sont issus des voies du métabolisme des sucres, du shikimate,
de ’acétate/malonate, des nucléosides, du mévalonate ou des acides aminés
(Okanii et Hotta, K., 1988). 1’identification des produits intermédiaires et
1’étude du génome bactérien permettent d’élucider la chaine de réactions dans
la biosynthése des antibiotiques. 11 est généralement admis que les tétracyclines
sont produites par assemblage séquentiel d’« acétates » (Figure 4)
(McCormick, 1965). Ces acetates seraient préalablement convertis en une

espéce chimique plus active comme le malonate.

Le point de départ de la synthése des tétracyclines chez Streptomyces est la

‘condensation d’une molécule de malonamyl-CoA sur une molécule de

Figure 4. Disposition des molécules d’acide acétique porteuses d’un carbone
radioactif (caractére gras) dans la biosynthese de la tétracycline.
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malonyl-CoA, sur laquelle se greffent successivement sept autres molécules de
malonyl-CoA pour former un « polykétide ». Cette rééction est catalysée par le
complexe des « polykétide » synthétases, dont certains génes ont été séquenceés
chez S. rimosus. Par la suite, le « polykétide » s’aromatise et subit une série de
substitutions qui sont décrites & la Figure 5. En présence de chlore, les souches
de S. aureofaciens douées de bromoperoxydase produiront jusqu’a 90% de

CTC a partir du précurseur (Behal et Hunter, 1995). Les réactions de formation
de ’OTC par S. rimosus ne surviennent qu’en fin de synthése (Figure 5).

3.2.3. Production industrielle

La production industrielle des tétracyclines naturelles se divise en 4 étapes :

Iisolement de ’organisme, la production de I’inoculum, la fermentation

Figure 5. Etapes de la biosynthése des tétracyclines.

CHy

polykétide 6-méthylprététramide 4-hydroxy-B-méthylprététramide

N(Me),
Z__OH

4-aminoanhydrotétracycline anhydrotétracycline 5a(11a)-déhydrotétracycline
hydroxylation
‘ +étape g
OH
H,C OHI N(Me),

OH

——
NADPH -
+

Facteur
co-synthétique 1

tétracycline 5-oxytétracycline




11

proprement dite et la récupération du principe actif. De nombreux brevets
témoignent des efforts réalisés afin d’optimiser chacune de ces étapes. Un
grand nombre d’entre eux sont recueillis dans 1’ouvrage The technology of the
tetracyclines (Evans, 1968), dont lé contenu est résumé 4 ’annexe I de cette
thése. Il est & noter qu’une grande quantité de cations divalents (entre autres, de
calcium) sont ajoutés au milieu de fermentation pour augmenter le rendement
de synthése des tétracyclines, probablement en précipitant le principe actif afin

de préserver la viabilité des bactéries productrices d’antibiotique (Evans, 1968).

11 est & noter que le processus d’extraction de la substance active n’est pas
réalisé quand le but est de fabriquer des pré-mélanges médicamenteux pour
I’aliment du bétail. Par conséquent, les cations destinés a favoriser la
fermentation se retrouvent avec le principe actif dans le pré-mélange, ce qui
peut avoir un impact considérable sur les propriétés biopharmaceutiques des
formulations, notamment leur profil d’absorption et leur biodisponibilité. Ces

points seront repris en détail & la Section 3.2.6.

3.2.3.1. Autres tétracyclines

La tétracycline et la déméthyl-chlortétracycline sont les seules autres
tétracyclines naturelles disponibles pour I'usage clinique. Elles sont produites
par des souches mutantes de S. aureofaciens respectivement dépourvues des

enzymes qui catalysent ’halogénation de la 4-dédiméthylaminotétracycline ou

la méthylation du carbone 6 du « polykétide ».

3.2.4. Semi-synthese

Bien que la tétracycline soit maintenant produite par fermentation, le premier
brevet concernant sa production était un procédé de déhalogénation de la CTC
en prééence de palladium (Lepper, 1956). La méthacycline, la doxycycline et la
minocycline sont aussi obtenues par approche semi-synthétique. Pour obtenir

les glycylcyclines, ces nouvelles molécules actives envers les bactéries
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résistantes aux tétracyclines, les réactions doivent se poursuivre afin de greffer

un dérivé de la glycine sur le carbone 9 de la 6-déméthyl-6-déoxytétracycline,

de la doxycycline ou de la minocycline (Sum et coll., 1998)

3.2.5.

Synthése totale

Jusqu’a présent, les tétracyclines n’ont jamais pu étre s thétisées de novo et
qu'ap J p yn

cette approche a été abandonnée depuis les années 1980 (Sum et coll., 1998).

En effet, ces antibiotiques comportent plusieurs groupements difficiles a

protéger et plusieurs carbones asymétriques qui influencent grandement leur

activité antimicrobienne. La tentative la plus concluante est illustrée a la Figure

6, ol la (+)-12a-déoxytétracycline est obtenue a partir de la 5-hydroxy-1-4-

naphtoquinone aprés 14 étapes. Le rendement de réaction est faible (15%) mais

quand méme remarquable pour un schéma de synthése stéréospécifique aussi

complexe.

Figure 6. Synthése de novo de la (£)-12a-déoxytétracycline.
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3.2.6.

Les formulations médicamenteuses
pour |'aliment du betail

Au Canada, les seules tétracyclines disponibles sous forme de pré-mélanges

médicamenteux sont la CTC et POTC, mais en France un pré-mélange de
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doxycycline est disponible depuis quelques années. Selon les directives du
Bureau des Médicaments Vétérinaires, ces pré-mélanges ne peuvent étre
administrés qu’aprés avoir été dilués a la concentration appropriée avec
I’aliment du bétail (Agriculture Canada, 1998). Le principe actif devrait étre
disperéé de fagon homogene dans le pré-mélange, qui & son tour devrait réussir
a s’homogénéiser convenablement dans 1’aliment & médicamenter. Aussi, le
principe actif devrait étre stable tant dans le pré-mélange qu’aprés avoir été
mélangé dans 1’aliment et il devrait étre biodisponible lorsque il est administré

aux animaux (Klink et coll., 1998).

Le principe actif peut étre dispersé dans une matrice formée de produits
végétaux (par exemple, du tourteau de soja) ou minéraux (entre autres, dela
pierre & chaux) afin de donner des caractéristiques physiques précises au pre-
mélange et améliorer la stabilité du principe actif (Klink et coll., 1998). A
Iinverse des formulations pour usage chez I’homme, les antibiotiques produits
par fermentation destinés 4 la préparation des pré-mélanges pour usage
vétérinaire peuvent ne pas étre extraits du brassin. Si la biomasse est exempte
de substances mutagénes et qu’il est trop dispendieux d’extraire et de purifier le
principe actif, il est envisageable de sécher le brassin pour qu’il fasse partie du
pré-mélange. Pour considérer cette alternative, d’autres éléments doivent étre
pris en compte, comme par exemple la teneur en matiéres graéses du brassin.

L’incorporation de la biomasse dans le pré-mélange est avantageuse car :

e L’antibiotique est déja dispersé de fagon homogéne dans la biomasse,

e Labiomasse contient des éléments nutritifs pouvant étre bénéfiques

pour les animaux,
e Cette pratique diminue la quantité de déchets de fabrication,

e Cette pratique diminue I’usage de solvants chimiques afin d’extraire et

de purifier I"antibiotique (Klink et coll., 1998).
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11 est crucial que les particules du pré-melange aient une taille, forme et masse
volumique qui facilitent la dispersion homogéne dans I’aliment. La teneur en
poussiéres du pré-mélange est aussi un élément & considérer : elles peuvent
entrainer des pertes économiques au meunier, sans compter le risque de
contamination par des résidus médicamenteux. La granulation du pré-mélange
permet de maitriser 2 la fois la taille de ses particules et sa teneur en poussieres.
Un procédé de granulation a été mis au point par les laboratoires AMERICAN
CYANAMID Co. pour la fabrication du pré-mélange médicamenteux de CTC
destiné aux animaux de consommation (Klothen, 1984). Les ingrédients du pré-
mélange (biomasse, complexe CTC-calcium, résidus nutritifs et agents de
filtration) sont mélangés & un agent diluant sec (par exemple, du CaSOs, du
CaCOs, du lactose, des solides de petit lait ou de la cellulose). Par la suite,
’homogénat est compacté a la pression appropriée avec un systéme de
rouleaux texturés (Figure 7), puis les briquettes sont moulues et tamisées afin

d’obtenir des granules aux dimensions recherchées.

Les pré-mélanges granulaires sont incontestablement avantageux pour la

Figure 7. Procédé de fabrication des pré-mélanges médicamenteux granulaires de
chlortétracycline et d’oxytétracycline pour le bétail (NB : ’excipient sec est une
source d’ions Ca™).

Source * document technique; Bio Agrimix Santé animale Ltée. (2000).
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fabrication d’aliments médicamentés : dispersé dans I’excipient compacté,
1’antibiotique a une plus grande tolérance 3 la chaleur et 4 I"humidité (Klink et
coll,, 1998), ce qui permet au meunier de préparer des aliments cubés sans qu’ii
ne perde son activité antibiotique. Cette pratique a de nombreux bénéfices
zootechniques, car les aliments cubes ont un plus grand contenu en énergie et
en protéines par unité de poids, ils sont plus digestibles et sont plus appétissants
pour les porcs et ils produisent moins de poussiéres dans I’environnement de la
ferme. De plus, le cubage permet 1’utilisation de certains ingrédients
particuliers. Cependant, des inconvénients biopharmaceutiques majeurs
découlent des modes de fabrication des pré-mélanges de tétracyclines. En effet,
si le principe actif n’est pas extrait du brassin, le pré-mélange fait & partir de la
biomasse contiendra une quantité appréciable de cations divalents qui
préservaient la viabilité des Streptomyces durant la fermentation. De plus, des
sels de calcium servent d’excipient dans le pré-melange granulaire (Figure 7).
Par conséquent, le pré-mélange médicamenteux fournit d’une part le principe
actif et d’autre part les cations divalents avec qui il formera des complexes
insolubles, ce qui entravera 1’absorption intestinale du médicament. La

chélation des cations divalents sera traitée a la Section 3.3.2.3. cette these.

3.3. CARACTERISTIQUES DES TETRACYCLINES

3.3.1. Structure

Woodward, en collaboration avec les laboratoires PFIZER, a réussi a élucider
la structure moléculaire des tétracyclines en débutant les recherches avec
1’OTC (Hochstein et coll., 1953). Cette réussite est colossale car elle a pavé la
voie & I’étude de la corrélation structure-activité des tétracyclines et &
I’obtention de molécules mieux adaptées & 1’usage clinique. Il faut souligner
que la structure de ces antibiotiques, passablement complexe, a été dévoilée a
une époque ot les moyens techniques étaient assez primitifs. Les chimistes

analytiques devaient faire leurs déductions 2 partir des produits d’hydrolyse et
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de la synthése de molécules-hypotheses, qui reproduisent ce que I’on croyait

&tre présent sur la molécule a identifier.

La structure de base des tétracyclines est illustrée a la Figure 8. Ces molécules
ont un noyau naphtacéne dont trois anneaux sont hydrogénés, ou I’on retrouve

les systémes suivants :

e Le systéme tricarbonyl-méthane, une fonction amide (carbone 27)
greffée au milieu d’un systéme B-dicétone (carbones 1 et 3) dont I'une

des cétones apparait sous la forme d’énol.
e Une amine tertiaire greffée sur le carbone 4.

e Un groupe phénol (carbones 6a—10a) conjugué & un deuxieme systeéme

B-dicétone (carbones 11 et 12) dont I’une apparait sous forme d’énol.

e Plusieurs carbones asymétriques : 4, 4a, 5, 5a, 6 et 12a. Les carbones 5,
6 et 7 peuvent recevoir des groupes facultatifs qui peuvent &tre modifies

ou remplacés pour obtenir les molécules disponibles en clinique.

La CTC, dont la formule empirique est CoH23N,05Cl, est le 7-chloro-4-
diméthylamino-1,4,4a,5,5a,6,1 1,12a-octahydro-3,6,10,12,1 2a-pentahydroxy-6-
méthyl-1,1 1-dioxo-2-naphtacénecarboxamide (Stephens et coll., 1954). L’OTC

Figure 8. Numérotation des carbones du squelette de la tétracycline (chiffres) et
groupements facultatifs (caractére gras).
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est le 4-diméthylamino-1,4,4a,5,5a,6,1 1,12a-octahydro-3,5,6,10,12,12a-
hexahydroxy-6-méthyl-1,1 1-dioxo-2-naphtacénecarboxamide (Hochstein et
coll., 1‘953) et sa formule compléte CoH2aN>Og. Par conséquent, la seule
différence entre les deux antibiotiques est la présence d’une substitution chlore

sur le carbone 7 de 1a CTC et d’un groupe alcool additionnel sur le carbone 5

de I’OTC.

Les analyses préliminaires réalisées par 1’équipe de Woodward montrent que
1’OTC se dégrade rapidement dans les milieux alcalins (Hochstein et coll.,
1953) pour produire divers fragments aliphatiques et aromatiques. De cette
série d’hydrolyses, on déduit la présence d’un noyau naphtaléne hydraté et

richement substitué, qui posséde les principales caractéristiques du spectre UV

de I’OTC (Figure 9).

Le traitement de ’OTC aux acides est beaucoup moins délétere (Figure 10) et
permet de confirmer I’exactitude des déductions de I’hydrolyse alcaline. De

plus, ce traitement permet d’identifier la portion de la molécule qui n’a pu étre

Figure 9. Schéma d’hydrolyse de I’oxytétracycline dans diverses conditions
alcalines fortes (1) ou douces (2) et progrés dans 1’élucidation de sa structure.
OXYTETRACYCLINE PRODUITS DE DEGRADATION DEDUCTION
- -rCH, : 9 R,
. 1 OH
LOH (acide)* 2 ——s o + R
LOH (alcool) * 2 H OH - Mo
CieHeOs _NCH3 ac. salicylique ac. m-hydroxybenzoique
CH, oH
1 0 o CHg
L +-c
NH, CHy +
2 o}
2> OH H H
H
ac. terracinoigue ac. isodécarboxy-
(racémate) terracinoigue
CHy CH, OH H,C OHOH
- O+ Q0 Cr
+Zn Ry
H OH OH H H
lactone phénolée terranaphtol
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identifiée précédemment. Enfin, pour résoudre comment sont reliés les deux
fragments caractérisés chez I’OTC, I’équipe de Woodward a dégrade cet
antibiotique dans des conditions de réduction. Le produit final de cette série de

réactions est le naphtacéne, ce qui confirme la structure de quatre anneaux

fusionnés en ligne.

Figure 10. Schéma d’hydrolyse de I’oxytétracycline dans des conditions de plus
en plus acides (chiffres arabes entre parenthéses) et progrés dans 1’élucidation de
sa structure (chiffres romains).

OXYTETRACYCLINE PRODUITS DE DEGRADATION  DEDUCTION
- "‘CH:i CH:! o
-OH (acide) * 2 O O s1cno,
-OH (alcool) * 2 /V HO
C,H0,] CH, OH oH © v H
wN’CHa 4) HZSO4N12N *  décarboxamidoterrinolide "
2
o CH, ;
B - o OH
NHz YOI
&5 wH, HO NHz
/ OH OH © H
3) HCI 0,5N terrinolide "

4 \ CH, O i CH
1 L [CBHSO{' o o

OH OH © NH,
+ Z. . a B
(2) H apooxytétracyclines = et v
' CH, OH NCHa HaC..CHs
CHO,| e o
acétone, HCl _— 64731 0O NH,
I ¢ HO
OH OH O NHZ

anhydrooxytétracycline

Une fois la structure de POTC élucidée, celle de la CTC devient évidente car
leurs propriétés physico-chimiques et antibiotiques sont similaires et la
séquence de réactions nécessaires pour élucider leur structure est bien définie
(Stephens et coll., 1954). La premicre différence entre les deux molécules est
apparﬁe durant la dégradation de la CTC dans des conditions alcalines fortes,
qui produit de I’acide chlorosalicilique. Aussi, ’anhydrochlortétracycline ne se

convertit pas en apochlortétracycline lors du traitement de la CTC dans les
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acides. Ces différences structurelles se sont aussi manifesté lorsque ’on a
&tudié les raisons de I’instabilité de la CTC aux pH neutre ou alcalins (Figure
11) : la présence du chlore sur le carbone 7 induirait I’0xygéne & interagir avec
le carbone 11. Le produit final de cette dégradation est I’isochlortétracycline,
qui est dépourvue d’activité antibiotique (Stephens et coll., 1954). Les

structures des autres tétracyclines disponibles en clinique sont illustrées au

Tableéu 1.

Figure 11. Schema d’hydrolyse spontanée de la chlortétracycline dans des
solutions neutre ou légérement alcalines.

SUBSTRAT PRODUITS DE DEGRADATION

Cl CHs N(Me)2

isochlortétracycline

chlortétracycline

Tableau 1. Nom, structure et mode d’obtention des congénéres de la

tétracycline, la chlortétracycline et I’oxytétracycline.

Nom Structure Mode d’obtention

Déméthyl-chlortétracycline Fermentation
(déméclocycline)
Meétacycline Semi-synthése
CHz OH N Me)
Doxycycline O“‘ Semi-synthése
biPH

Minocycline Semi-synthése
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3.3.2. Propriétés physico-chimiques

Les tétracyclines sont des substances jaunes, améres, d’un poids moléculaire
d’environ 470 (donc environ 510 sous forme de chlorhydrate). Elles forment
des sels avec des acides et les bases. Elles sont solubles dans les éthers
glycoliques, pyridine, acides et bases dilués, mais faiblement solubles dans
Ieau et les alcools de faible poids moléculaire et insolubles dans 1’éther et les
hydrocarbures (Regna, 1959). Les sels d’acides sont assez solubles : la
concentration maximale de chlorhydrate de chlortétracycline dans I’eau est 8
mg/mL et 17 mg/mL dans le méthanol. Les tétracyclines sont fluorescentes et
sont sensibles 2 la lumiére. On connait deux polymorphes pour le chlorhydrate
de chlortétracycline, mais cela ne semble pas affecter leur b1odxspomb1hte
(Schwartzman et coll., 1979) Les tétracyclines sont stables sous forme séche
mais sont instables en solution, en particulier dans des conditions alcalines
mais aussi dans des conditions acides. Ces processus de dégradation sont
accélérés par la chaleur. Tel que mentionné précédemment, la CTC est
particuliérement instable dans des solutions neutre ou alcalines. De plus, la

diméthylamine des tétracyclines s’épimérise 4 des pH neutre ou alcalins.

3.3.2.1. Constante de dissociation acide

Selon ie modéle de passage trans-membranaire des médicaments, seules les
molécules non-ionisées diffusent & travers les membranes de phospholipides
(Rowland et Tozer, 1994). Par conséquent, la constante de dissociation acide
apparente (pKa) est un indicateur du comportement biologique des
médicaments. Les tétracyclines ont trois groupes ionisants (Figure 12), dont les
pKa sont 3,30, 7,40 et 9,30 environ, dépendant de la nature des substitutions
présentes sur le squelette de tétracycline (Regna, 1959). Par conséquent, les
tétracyclines sont ionisées dans tout le domaine des pH physiologiques (Figure
13) : ils portent une charge positive dans des environnements acides et sont

chargés négativement aux pH alcalins. Enfin, ces substances amphoteres sont
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présentes sous forme de zwitterion dans des conditions proches de leur point

isoélectrique, soit & un pH d’environ 5,5 (Colaizzi et Klink, 1969).

Malgré leur caractére ionique, les tétracyclines diffusent facilement a travers
les membranes biologiques. Cette caractéristique serait associée a la dominance
du zwitterion dans la majorité des environnements physiologiques (Figure 13 :
ion —0+), soit a des pH entre 4 et 7,5 (Colaizzi et Klink, 1969). Sur la bordure
en brosse des entérocytes de I’intestin gréle, ou le pH est d’environ 5,3 (Baggot
et Brown, 1998), plus de 90% des molécules de tétracycline en solution
seraient sous forme de zwitterion. La charge nette de cet ion est nulle, ce qui
faciliterait sa diffusion & travers les membranes biologiques. Par contre, dans
I’environnement gastrique et dans la bile, les ions (00+) ou (--0) domineraient,

ce qui entraverait la diffusion trans-membranaire des tétracyclines.

Figure 12. Constantes de dissociation acides apparentes de la tétracycline et
portions de sa structure auxquelles elles sont associces (arcs).

diméthylamine (©)

9,7
e o

" S
7.7 / tricarbonyl méthane (A)

B_gicétone phénolique (B)
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3.3.2.2. Coefficient de partage octanol:eau

Le coefficient de partage octanol:eau (exprimé sous sa forme logarithmique

log-P) est une mesure de liposolubilité des substances chimiques. Ce parametre

Figure 13. Schéma d’ionisation des tétracyclines en fonction du pH (haut) et
évolution des concentrations relatives de ses principaux ions en fonction du pH
du milieu (bas).

Légende : A, B, C : systémes assocics aux pKa des tétracyclines (voir Figure 12).
Fleches grasses : directions principales du schéma d’ionisation.
+ + =+ : charge des systemes A, B et C.

100 - | ,;
g 80 4 ’ e ‘ aofidos (0 0 +)
c
% 60 j 0 +)
E - )
g 401 0 0)
§ 20 A - 0)

0 A

Adapté de : Colaizzi et Klink (1969).
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péut constituer un indicateur précieux des propriétés biologiques des
médicaments, car la liposolubilité est un déterminant majeur de leur absorption
et de leur disposition par les organismes vivants. Colaizzi et Klink (1969) ont
étudié I’effet du pH de la phase aqueuse sur le log-P de diverses tétracyclines et
de leurs dérivés (Figure 14). Ainsi, la liposolubilité est maximale a des valeurs
de pH comprises entre 4 et 6,5 chez la plupart des tétracyclines, ce qui
correspond au segment de valeurs de pH ou le zwitterion est dominant. Par
contre, lors d’acidification ou d’alcalinisation de la phase aqueuse les

tétracyclines s’ionisent et leurs valeurs de log-P diminuent abruptement (F igure

14).

Meéme si les tétracyclines possedent les mémes groupes ionisants et se
comportent similairement en fonction du pH de la solution, leur liposolubilité
est manifestement différente. Ces antibiotiques peuvent étre classés en trois

groupes relativement & leurs valeurs de log-P (Figure 14) :

o Molécules plus hydrophiles : tétracycline et OTC,

Figure 14. Effet du pH de la phase aqueuse sur le coefficient de partage
octanol:eau (log-P) de certaines tétracyclines naturelles et semi-synthétiques.

1.00 -

—e— Doxycycline
—g- Méthacycline
== Chlortétracycline
—s= Déméclocycline
— Oxytétracycline
-g~ Tétracycline

0.75 4.

1 3 5 7 9
pH de la phase aqueuse

Adapté de : Colaizzi et Klink (1969).
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o Molécules intermédiaires : déméthyl-chlortétracycline et CTC,
e Molécules plus lipophiles : tétracyclines semi-synthétiques.

Ainsi, les substitutions sur le noyau tétracycline affectent la polarité et la
liposolubilité des molécules qui les portent. Ceci aurait un impact sur plusieurs
propriétés pharmacocinétiques : la biodisponibilité et le volume de distribution
des congénéres les plus liposolubles sont beaucoup plus élevées que celles des
molécules les plus hydrosolubles, tandis que I’inverse se produit en rapporf ala

clairance. Les propriétés pharmacodynamiques semblent aussi étre affectées

par la liposolubilité, car la diffusion 4 travers des enveloppes bactériennes,
1’ affinité pour le récepteur du ribosome, 1’inhibition de la synthése protéique et
la concentration minimale inhibitrice (CMI) sont corrélées positivement au log-

P. Ces points seront repris dans les sections ultérieures de cette thése.

3.3.2.3. Chélation des ions métalliques
multivalents

Le pouvoir de chélater des cations meétalliques est une propméte des substances

ch1m1ques qui mérite toujours de I’attention, car elle est souvent un déterminant

de leur activité biologique. Par exemple, des substances pourraient chélater des
cations indispensables au bon fonctionnement de systémes enzymatiques et le
comportement pharmacocinetique des médicaments peut étre influencé par leur

pouvoir chélateur (Weinberg, 1957).

11 est bien connu que les tétracyclines forment des chélates avec les cations
metalhques multivalents. Le systéme B-dicétone phénolique serait responsable
de I’interaction entre les tétracyclines et les cations métalliques (Weinberg,
1957), tel qu’illustré a la Figure 15. Normalement, une ou deux molécules
d’antibiotique peuvent se complexer selon le. pH du milieu (Albert et Rees,

1956), quoique les ions Fe™ peuvent lier jusqu’a trois molécules de

tétracycline. La solubilité de ces complexes serait fonction du nombre de
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molécules d’antibiotique qui y participent, car on a montré que le complexe

\tétracycline-MgH est soluble quand le ratio des especes est 1:1 et insoluble

avec un ratio 2:1 (Weinberg, 1957).

L’affinité de ces antibiotiques est en général plus grande pour les cations
trivalents que pour les cations divalents (Albert et Rees, 1956) . La stabilité des
complexes tétracycline-cation est comparable a celle des complexes acide
aminé-cation, sauf que I’affinité des tétracyclines pour les ions Fe™ " et Fe™
serait exceptionnellement élevée (Albert et Rees, 1956). Leur affinité pour I'ion
Ca'™ serait grande, mais probablement moindre que pour 1’ion Fe', car ce

dernier affecte la biodisponibilité orale des tétracyclines de fagon plus

importante (Leyden, 1985).

La formation de complexes insolubles avec les cations divalents diminue
significativement la biodisponibilité des tétracyclines, ce qui sera discuté plus
loin dans cette thése. Cependant, la chélation a des conséquences bénéfiques
sur plusieurs aspects : 1’effet anti-inflammatoire des tétracyclines serait associé
A cette propriété (Golub et coll., 1991). Cette propriété a aussi été mise a profit
pour augmenter le rendement de biosynthése des tétracyclines dans les cuves de

fermentation (Evans, 1968). L’effet de chélation a aussi été utilisé pour

Figure 15. Représentation tridimensionnelle du complexe de tétracycline et d’ion
calcium dans un rapport 2:1 (fléches : liens de coordination).

Note : optimisation 3D avec ChemSketch v. 4.55.
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stabiliser les formulations de tétracyclines. L’effet antibiotique des
tétracyclines serait indépendant de leur pouvoir chélateur, car cette capacité

existe aussi chez des tétracyclines qui n’ont pas d’activité bactériostatique

(Regna, 1959).

3.3.3. Propriétés antibiotiques

Les tétracyclines sont largement utilisées depuis presque 50 ans en médecine
vétérinaire et humaine pour le traitement des maladies infectieuses. 11 est, par
conséquent, surprenant de constater que leur mécanisme d’action demeure
encore méconnu, méme si il est bien établi que le ribosome bactérien est sa
cible principale. Le lecteur trouvera une description sommaire de la structure et

de ’activité du ribosome bactérien a I’ Annexe II de cette thése.

3.3.3.1. Effet des tétracyclines sur la
synthese protéique

I’effet inhibiteur de la synthése protéique des tétracyclines est connu depuis les
premiéres années qui suivirent leur découverte (Gale et coll., 1972). Ce n’est
que des années plus tard que I’on détermina que ces antibiotiques se fixent sur
la sous-unité 30S du ribosome, ot ils empéchent ’attachement au site A du
complexe aminoacyl-ARN:. En se servant de la faculté des protéines
ribosomales & spontanément reconstituer le ribosome lorsqu’elles sont mises en
solution équimolaire (études SPORE : « Single Protein Omission
Reconstitution Experiment »), on a réussi & localiser le récepteur des
tétracyclines sur Iunité 30S du ribosome (Buck et Cooperman, 1990). Celui-ci
se situerait sur la protéine S7 et d’autres éléments de ’unité 30S participeraient

3 sa conformation. De plus, il serait stéréosélectif et unique sur le ribosome.

$’il semble qu’une molécule de tétracycline soit suffisante pour enrayer la
synthése protéique d’un ribosome, I’effet inhibiteur n’est pas identique pour les

tétracyclines disponibles en clinique (Tritton, 1977). Les concentrations
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inhibitrices de 50% de la synthése protéique (ICso) des différents congenéres
sont considérablement différentes (Figure 16) et sont corrélées négativement a
leur efficacité a stabiliser le ribosome lors de stress thermique (Tritton, 1977).
Cela suggére que lorsqu’une tétracycline s’attache sur son récepteur, la fluidité
de 1’unité 30S diminuerait considérablement et la conformation du site A ou sa
capacité a interagir avec le complexe aminoacyl-ARNt seraient altérées, ce qui
bloquerait la synthése peptidique. Une hypothese alternative est que le
complexe aminoacyl-ARNt ne puisse interagir avec I’ARNTr 16S en présence de
tétracycline (Chopra et coll., 1992). Il est a noter que les valeurs de ICsq des
différents congénéres sont corrélées négativement a leurs log-P respectifs, ce
qui souligne I’importance de la liposolubilité et des substitutions présentes sur

le noyau tétracycline en rapport avec leur activite biologique (Colaizzi et Klink,

1969).

3.3.3.2. Effets sur la membrane plasmatique

11 est rapporté que certaines tétracyclines semi-synthétiques ayant perdu I’effet

Figure 16. Concentrations de diverses tétracyclines requises pour inhiber 50% de
Ja synthése de polyphénylalanine par des ribosomes de Escherichia coli.

Adapté de : Tritton (1977).
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inhibiteur de la fonction du ribosome auraient une activité bactéricide reliée a
]a membrane bactérienne. Cependant, ces molécules ne peuvent étre employées
en clinique car elles sont aussi trés toxiques pour les cellules eucaryotes

(Schnappinger et Hillen, 1996).

3.3.3.3.  Pharmacodynamie des tetracyclines
et prédiction de 'effet thérapeutique

11 est généralement admis que les tétracyclines ont un effet bactériostatique, car
le rapport de leurs concentrations minimales bactéricides (CMB) * sur leurs
concentrations minimales inhibitrices (CMI) ® est supérieur a 10. Divers
modsles mathématiques permettent de décrire quantitativement Pactivité d’un
antibiotique & partir des taux de croissance et de mortalité de la population
bactérienne exposée a ce dernier (Courvalin et coll. 1990). Dans le cas d’agents
bactériostatiques comme les tétracyclines, le taux de mortalité bactérienne
surpasserait de peu le taux de croissance. Par conséquent, ces antibiotiques se
comportent de fagon analogue aux antibiotiques dits « temps-dépendants » -
(Vogelman et Craig, 1986), dont [effet antibiotique sature & des concentrations
relativement basses (Mattie, 2000). Plusieurs considérent que la durée
d’exposition des bactéries pathogénes 4 des concentrations supra-CMI serait le
meilleur indicateur de I’efficacité antibiotique des antibiotiques
bactériostatiques et bactéricides « temps-dépendants » (AliAbadi et Lees,
2000). Cependant, il n’y a pas de donnée sur la relation dose-effet des
tétracyclines naturelles pour guider les décisions thérapeutiques des

vétérinaires en pratique porcine.

1’effet suppressif des tétracyclines sur la croissance in vitro de Escherichia coli
peut se prolonger jusqu’a 4 h suivant la fin de I’exposition a I’antibiotique

(Gerber et Craig, 1982). Ce phénomene, I’effet post-antibiotique (EPA), serait

2 CMB : plus petite concentration requise pour tuer 99,9% de la colonie dans le milieu de culture

(Bergogne-Bérézin et Brogard, 1999).
® CMI : plus petite concentration capable de prévenir la croissance visible des bactéries (Bergogne-

Bérézin et Brogard, 1999).
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le reflet du temps requis & la bactérie pour réparer les 1ésions produites par une
dose non-letale d’antibiotique (Li et coll., 1997). Cet EPA, qui existe aussi in
vivo, était considéré par plusieurs comme un indicateur de « I’indulgence » de
J’antibiotique 4 la présence de concentrations sub-CMI durant le schéma
posologique (Spivey, 1992). La prise en compte de I’EPA dans le schéma
thérapeutique ne semble possible que lorsque 1’antibiothérapie fait I’objet d’un
suivi pharmacothérapeutique individualisé (Sanders, 1998). Cependant, de
récentes études indiquent que 'EPA s’efface progressivement d’un intervalle
posologique & 1’autre, du moins avec les aminosides (Den Hollander et coll.,

1998), ce qui remet en question son intérét clinique.

Les vétérinaires en pratique porcine utilisent fréquemment des épreuves de
sensibilité in vitro aux antibiotiques pour choisir I’antibiotique & administrer
dans le but de maitriser les maladies bactériennes. L’antibiogramme, ot I’on
mesure 1’inhibition de croissance sur gélose de la bactérie exposée a une dose
étalon d’antibiotique, est une épreuve simplifiée visant & estimer la CMI de la
bactérie (Bergogne-Bérézin et Brogard, 1999). Le diamétre d’inhibition est
comparé & deux valeurs-seuil (fin de sensibilité et début de résistance,
respectivement) choisies en fonction de la distribution des CMI des bactéries
visées et des concentrations plasmatiques obtenues avec les doses d’usage par
la voie d’administration d’usage (Lorian, 1996). Selon le National Committee
for Clinical Laboratory Standards (N.C.C.L.S.), la tétracycline peut étre
employee comme unique représentant de cette famille d’antibiotiques dans
1’antibiogramme car les différences d’activité entre les divers congéneres sont
généralement négligeables (N ational Committee for Clinical Laboratory
Standards, 1999), méme si parfois les molécules semi-synthétiques sont plus
actives (Lorian, 1996). Cependant, de récentes études indiquent que la CTC
serait plus active que ’OTC et la tétracycline envers des bactéries pathogénes
du tractus respiratoire chez le porc telles que 4. pleuropneumoniae et P.

multocida, car ses CMI sont significativement plus basses que celles des deux

autres (Wu et Wolff, 2000).
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I est & signaler que le guide du N.C.C.L.S. attribue la catégorie « sensible »
aux souches bactériennes dont les CMI sont plus petites ou égales a 4 mg/L,

« intermédiaire » aux souches dont la CMI est 8 mg/L, et « résistante » aux
souches dont les valeurs de CMI sont de 16 mg/L ou plus (National Committee
for Clinical Laboratory Standards, 1999). Ces valeurs-seuil, qui ont été
déterminées chez I’homme, sont appliquées a toutes bactéries pathogénes des
animaux, sans tenir compte des doses ni des modes d’administration d’usage.
Les résultats rapportés aux sections 5.1. et 5.2. de cette these montrent que ces

valeurs-seuil sont irréalistes pour ’antibiothérapie via I’aliment chez le porc.

3.3.4. Propriétés anti-inflammatoires

Des chercheurs ont montré que les tétracyclines ont un effet anti-inflammatoire
qui est associé a leur pouvoir de chélation des cations divalents (Golub et coll.,
1991). En effet, ’ion Zn'" serait un co-facteur de la protéine kinase C et des
métalloprotéines de la matrice extracellulaire qui sont secrétées par les
leucocytes neutrophiles activés par diverses cytokines telles que le facteur
onconécrosant (TNF) et les interleukines. Ainsi, les tétracyclines peuvent
modérer I’intensité de la réponse inflammatoire, ce qui a été mis & profit dans
des conditions non-infectieuses telles que 1’acné ou la polyarthrite rhumatoide.
Cet effet des tétracyclines permet de diminuer le taux de mortalité secondaire a
une réponse inflammatoire exacerbée chez le modele murin de choc
endotoxique (Shapira et coll., 1996) et dans le modele porcin d’insuffisance
respiratoire secondaire & I’installation d’un circuit de circulation sanguine

extra-corporelle (Carney et coll., 1999).
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3.3.5. Relation structure-activité

Iélucidation de la structure des tétracyclines a permis d’étudier le role des
diverses composantes de sa structure dans les proprictés physico-chimiques et
]’activité antibiotique (Blackwood et English, 1977). L’intégrité des deux
chromophores du squelette de tétracycline (Figure 17 : anneaux A et BCD,
respectivement) semble essentielle au pouvoir inhibiteur de la synthése
protéique (quoique certaines altérations vont en échange leur permettre
d’acquérir une activité vis-a-vis de la membrane cytoplasmique). L’oxygene de
la fonction carboxylamide est essentiel et la conformation spatiale de la
fonction diéthylamine est importante pour I’activite antibiotique chez les
bactéries Gram-négatives. Si la substitution sur le carbone 5 est inerte du point
de vue microbiologique, I’activité de la molécule augmente si une fonction
halogénée ou diméthylamine est greffée sur le carbone 7 et que les substitutions
présentes sur le carbone 6 la stabilisent (Blackwood et English, 1977). 1l
semble aussi que le groupe méthyle interfére sur ’activité des tétracyclines, car
les molécules déméthylées ou planaires (Tableau 1) stabilisent plus

efficacement le ribosome lors de stress thermique (Tritton, 1977).

Figure 17. Schéma de la relation structure-activité des tétracyclines (A—D :
anneaux du squelette tétracycline; 1—12: numérotation des carbones).
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Tel que mentionné a la section 3.3.2.2., la liposolubilité affecte 1’affinité des
tétracyclines pour le récepteur de 1’unité 30S du ribosome (Tritton, 1977). Cet
effet se répercute sur leurs CMI et devient manifeste surtout vis-a-vis des
bactéries a Gram négatif (Figure 18), ainsi que des bactéries moins sensibles a

Ja tétracycline (Blackwood et English, 1977).

Figure 18. Concentrations minimales inhibitrices (CMI) de diverses tétracyclines
envers 20 souches résistantes de Pasteurella multocida.

OMinocycline

B Doxycycline
Chlortétracycline
B Tétracycline

8 Oxytétracycline

Effectifs

0.03 0.12 0.5 2 8 32
CMI (mg/L)

Adapté de : Pijpers et coll (1989).

3.4. DEVENIR DES TETRACYCLINES CHEZ L'’ANIMAL

Les tétracyclines ont fait I’objet d’études pharmacocinétiques chez plusieurs espéces

d’animaux domestiques, entre autres chez le porc.

3.4.1. Résorption

Les tétracyclines sont résorbées rapidement a partir du tractus gastro-intestinal
et la concentration plasmatique maximale est atteinte en 2-4 h chez les
carnivores. Chez ces animaux et chez I’homme, la biodisponibilité des

tétracyclines est bonne a excellente, selon la liposolubilité de la molécule



administrée (Aronson, 1980). Les particules alimentaires ralentissent la
résorption et les cations divalents diminuent significativement leur

biodisponibilité orale (Neuvonen, 1976).

Paradoxalement, la biodisponibilité orale de la CTC et de ’'OTC chez le pore
est faible - selon les études, ce paramétre présente des valeurs oscillant entre
6% et 18% pour la CTC et entre 4% et 6% pour ’OTC. Ces résultats sont
respectivement deux et 10 fois plus bas que ce qui a été calculé chez I'homme
(Aronson, 1980). Une situation similaire existe chez la volaille et, pour
augmenter la biodisponibilité des tétracyclines, les vétérinaires en pratique
aviaire ont souvent recours a des acides organiques ou d’autres adjuvants pour

diminuer la chélation aux cations divalents (Wyatt et Miller, 1985).

Les causes de la faible biodisponibilité des tétracyclines chez le porc sont
méconnues et ne peuvent étre expliquées par les propriétes physico-chimiques
du principe actif. Il est possible que cette différence inter-especes soit le
résultat de différences entre les profils de libération du principe actif par les
formes pharmaceutiques employées (voir section 3.2.6.), ou encore de
différences d’expression de glycoprotéine-P dans le tractus gastro-intestinal. En
effet, ces protéines d’efflux, présentes sur I’épithélium gastro-intestinal, sont
responsables de la clairance intestinale de plusieurs médicaments lipophiles
(Benet et coll., 1999) et les tétracyclines seraient des substrats de la

glycoprotéine-P (Kavallaris et coll., 1993).

3.4.2. Distribution

La distribution de ’oxytétracycline chez le porc a fait I’objet de deux études
(Mercer et coll., 1978; Black et Gentry, 1984) et il est probable que les autres
tétracyclines aient des patrons de distribution similaires. L’OTC se distribue
largement dans |’organisme et se concentre dans certains organes et tissus, en
particulier le rein et le foie. La concentration dans le tissu pulmonaire est

légérement supérieure & celle du plasma et la concentration dans le tissu
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musculaire est inférieure a celle du plasma. Les tétracyclines se fixent au tissu

osseux actif et demeurent longtemps dans 1’os et la dentine.

L>étendue de distribution des tétracyclines chez le chien est corrélée a leur
liposolubilité respective (Barza et coll., 1975). Ainsi, les rapports des
concentrations cérébrales sur les concentrations sériques de doxycycline et de
minocycline sont significativement plus €levees que celles des tétracyclines

plus hydrophiles comme I"OTC.

3.4.3. Meétabolisme

Les tétracyclines naturelles ne semblent pas étre des substrats pour les voies
métaboliques chez ’homme et les animaux, mais certaines études portant sur la
détection de résidus médicamenteux dans les denrées animales considérent que
les épitétracyclines et I’isochlortétracycline sont leurs métabolites (Kennedy et
coll., 1998). Cependant, il est évident que ces molécules ne sont pas issues des
voies du métabolisme mais le fruit de la dégradation spontanée in vivo de ces

antibiotique, tel qu’indiqué 4 Ia section 3.3.1. de cette theése.

Certaines études montrent que la demi-vie d’élimination de la doxycycline et la
minocycline diminue lors d’administration concomitante de phénobarbital, de
phénytoine ou de carbamazépine (Aronson, 1980). Ces médicaments sont des
inducteurs des isoenzymes 3A4, 2D6, 1A2 ou 2C du complexe des
cytochromes P450 (Michalets, 1998), ce qui suggére que ces deux tétracyclines

semi-synthétiques pourraient subir un métabolisme de phase L.

3.4.4. Excrétion

Les tétracyclines sont surtout éliminées par filtration rénale sous forme
inchangée, mais 1’excrétion biliaire est non-négligeable. Le rapport de ces deux
types d’excrétion est corrélé au caractere lipophile du médicament (Barza et

coll., 1975), probablement en raison d’une diffusion de ’antibiotique présent
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dans le filtrat glomérulaire vers le réseau capillaire du tubule contourné rénal.
En chiffres absolus, la demi-vie d’élimination des tétracyclines est correlée
positivement avec leurs valeurs de log-P. L’exception a cette régle est la CTC,
qui est considérablement plus instable dans les fluides biologiques (Lepper,

1956).

Tl est & signaler que chez le chien et chez ’homme, les tétracyclines excrétées
dans ’urine peuvent étre réabsorbées par la vessie (Milroy et coll., 1974; Wood
et Leonard, 1983). En effet, chez les animaux omnivores ou carnivores, le pH
de I’urine est proche du point iso-électrique des tétracyclines, ce qui favorise le
passage de ’épithélium de bordure en brosse et leur restitution au

compartiment sanguin via le systéme lymphatique.

DEVENIR DES TETRACYCLINES CHEZ LA
BACTERIE

Les antibiotiques subissent des processus pharmacocinétiques semblables chez les

bactéries et chez les animaux, car ce sont des substances exogenes autant pour les uns

que pour les autres. Pour exercer leur effet, les tétracyclines doivent franchir les

différentes enveloppes bactériennes, car leurs récepteurs sont intracellulaires (Chopra

et coll., 1992). Ces antibiotiques doivent ensuite diffuser vers le récepteur de 'unité

30S pour inhiber la synthése protéique, ce qui sera influencé par leur liposolubilité

(Tritton, 1977). Enfin, le phénomene de clairance des tétracyclines existe chez les

bactéries, ce qui se traduit par le phénotype de résistance. Les sections suivantes

traitent de 1’absorption et de la clairance bactérienne des tétracyclines.

3.5.1. Enveloppes bactériennes et résorption

La diffusion des antibiotiques varie considérablement entre les bactéries, car
leurs enveloppes externes ne sont pas constantes d’une espece a l’autre et entre
les souches d’une méme espéce. En plus de la membrane cytoplasmique, les

bactéries possédent une paroi bactérienne et, souvent, une capsule (Chopra et
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Ball, 1982). L’imperméabilité de la paroi bactérienne a la coloration de Gram
est le critére taxonomique de base en bactériologie : la paroi Gram-positive est
formée d’une couche de peptidoglycanes, tandis que la paroi Gram-négative est
formée d’une couche additionnelle de phospholipides surmontée d’une couche
de lipopolysaccharides. Entre ces deux feuillets de la paroi & Gram négatif, il y
a un espace vide nommé périplasme ou sont présentes des hydrolases et des

protéines de transport (Chopra et Ball, 1982).

Le feuillet externe de la paroi Gram-négative est passablement imperméable
aux antibiotiques lipophiles car le lipopolysaccharide agit comme une barriére
polaire. Pour franchir le feuillet externe, les tétracyclines se complexent avec
duMg™ et empruntent la voie des porines OmpF (Chopra et coll., 1992). Les
tétracyclines traversent la membrane cytoplasmique 4 la fois par diffusion

passive et par un mécanisme de diffusion dépendant du gradient de pH.

3.5.2. Résistance aux tétracyclines

Si ’'usage des tétracyclines en médecine humaine est limité depuis années 1970
dans les pays occidentaux, ¢’est en partie grace a I’émergence de mécanismes
de résistance parmi les bactéries pathogenes de ’homme (Speer et coll., 1992).
Plusieurs équipes de chercheurs travaillent sur les aspects génétiques et les
mécanismes de la résistance aux tétracyclines. Cette section présente les
mécanismes de résistance aux tétracyclines et le lecteur pourra retrouver a

1’ Annexe I1I des informations complémentaires sur ce sujet.

Jusqu’a présent, on connait 31 ensembles différents de génes de résistance aux
tétracyclines (Levy et coll.,, 1999), qui encodent trois types de mécanismes

spécifiques (Figure 19). A cette liste s’ajoute un mécanisme non-spécifique : la
diminution de I’expression des porines OmpF, qui augmente aussi la résistance

aux pénicillines et aux fluoroquinolones (Speer et coll., 1992).
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3.5.2.1. Systéemes d’efflux

Cette catégorie de mécanismes, qui produit une résistance trés élevée, est plus
souvent rencontrée chez les entérobactéries mais aussi chez certaines bactéries
Gram-positives. Ces protéines membranaires dépendantes d’énergie expulsent
un complexe tétracycline-Mg™ en dehors du cytoplasme en échange d’un ion
H' (Roberts, 1996). Les échangeurs de tétracycline ont des similarités
structurelles avec d’autres pompes d’efflux impliquées dans la résistance aux

~ désinfectants et autres antibiotiques. De nouvelles classes de pompes d’efflux
ont récemment été identifiées chez les Enterobacteriaceae multi-résistantes
(Nikaido, 1998) : il s’agit de systémes peu spécifiques de substrat qui peuvent

excréter diverses classes d’antibiotiques, des désinfectants, des métaux lourds

Figure 19. Mécanismes de résistance aux tétracyclines chez les bacteries.

Systéme d’efflux Protection du ribosome

Imperméabilité
T T
T
T T
Tq w T
T T
T T TT

TT TT TT

EXPLICATION : La cellule bactérienne est schématisée par la paroi, sur laquelle se trouve une
porine (symbole ovale) et, dans le cytoplasme, un ribosome qui transcrit un segment d’ m
(sinusoide) et synthétise le peptide (chaine) en interagissant avec des molécules &’ ARN, (croix).
La bactérie porteuse d’un systéme d’efflux (symboles carrés sur la paroi) excréte les molécules
de tétracycline ( T ) résorbées via la porine. La bactérie possédant un systéme de protection du
ribosome (clef) empéche !’antibiotique d’interagir avec sa cible ribosomale. En présence d’O, la
bactérie possédant une oxydoréductase (prisme) métabolise Iantibiotique en un produit ()
dépourvu d’activité antibiotique. La bactérie imperméable n’exprime pas de porines, sans
lesquelles la tétracycline ne peut étre résorbée.




38

et d’autres substances toxiques pour les bactéries.

3.5.2.2. Protection ribosomale

Certaines protéines cytoplasmiques permettent au ribosome de poursuivre la
synthése protéique malgré la présence de tétracycline. Le degré de résistance
que procure ce type de mécanismes est moindre que celle des pompes d’efflux.
Le mécanisme exact de cette protection demeure inconnu, mais on soupgonne
que ces protéines empéchent I’antibiotique de se fixer sur son récepteur ou
“encore de minimiser son effet sur la fluidité du ribosome (Taylor et Chau,
1996). Dans ce cas, le complexe aminoacyl-ARNt pourrait réussir a interagir

avec le site A du ribosome.

3.5.2.3. Métabolisme

Des chercheurs ont trouvé chez certaines bactéries anaérobies un transposon
qui encode une enzyme d’oxydoréduction pouvant inactiver la tétracycline chez
Escherichia coli (Speer et coll., 1992). L’impact clinique de ce type de
mécanisme de résistance est probablement négligeable chez les bactéries
anaérobiques, car cette biotransformation dépend de I’0xygéne, mais on ne

connait pas sa prévalence chez d’autres bactéries dans 1’écosystéme.

3.6. USAGE DES TETRACYCLINES EN MEDECINE
VETERINAIRE

Tel que mentionné dans la Section 2 de cette thése, les tétracyclines sont les
antibiotiques les plus souvent prescrits en santé animale. Ces médicaments sont utilisés
principalement par voie orale, via 1’aliment ou I’eau de boisson, pour la prophylaxie ou
la métaphylaxie de diverses maladies respiratoires, telles que la pleuropneumonie, la
rhinite atrophique, la pneumonie enzootique et les complications bactériennes de
maladies respiratoires d’origine virale. Pour le traitement des animaux cliniquement

atteints de maladie, chez qui I’ingéré volontaire est fortement réduit, la voie
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intramusculaire est privilégiée (Henry et Apley, 1999). Les directives en rapport avec
les doses via 1’aliment varient d’un pays a ’autre et certains pays décrétent des lois
fixant les doses d’antibiotique pouvant étre incorporées a I’aliment (Waddell et AASP
Pharmaceutical Issues Committee, 2000). Jusqu’a tout récemment, ces directives ne
tenaient pas compte des variations du comportement alimentaire des porcs. En effet, la
dose d’usage‘ est une concentration fixe dans ’aliment complet qui sera offert aux
animaux 4 risque pour consommation ad libitum. Cependant, I’ingéré volontaire des
porcs est influencé par plusieurs facteurs associés, entre autres, & I’4ge, la génétique et
le statut sanitaire des animaux, la composition de I’aliment, les conditions
environnementales et au comportement social des animaux. L’antibiotique peut aussi
diminuer 1’ingéré volontaire de 1’aliment médicamenté par les porcs & risque (Becker,
1993). L’efficacité clinique de la CTC et de I’OTC aux doses d’usage via I’aliment est
souvent médiocre et des résultats d’études indiquent qu’elles produisent des
concentrations plasmatiques beaucoup plus basses que les 90™™ percentiles de CMI
pour les agents pathogenes visés (Nielsen et Gyrd-Hansen, 1996). Ce constat incite les
vétérinaires en pratique porcine a avoir recours a des doses hors-norme pour tenter
d’atteindre les concentrations efficaces, ce qui est plus économique que d’inclure un

adjuvant lors de la préparation de I’aliment médicamenteé.

Si les doses de CTC et d’OTC sont déterminées empiriquement, le schéma
posologique est un deuxieme canevas ol les vétérinaires en pratique porcine laissent
libre cours & leur créativité. En effet, ces antibiotiques sont souvent administrés selon
des rythmes pulsatiles, dont certains prétendent qu’ils permettent 4 I'immunité de

s’établir plus adéquatement (Walter et coll., 2000).

Si les vétérinaires profitent de leur droit de prescrire des doses hors-norme dans
I’exercice de la pratique porcine, en revanche ils établissent prudemment les délais
d’attente pour I’abattage. En effet, la période de retrait est augmentée de plusieurs
jours, voire des semaines pour faire 1’usage de doses 2—4 fois plus élevées que les

doses approuVées de CTC et ’OTC, dont la demi-vie d’élimination est d’environ 6 h

(Riviere et coll., 1998).
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3.6.1. Usage ergotropique

La CTC et ’OTC sont utilisées a des fins de promotion des performances
zootechniques en Amérique du Nord et dans plusieurs autres pays sauf dans les
pays de 1’Union Européenne, ol cette pratique est interdite (Prescott, 1997).
L’usage ergotropique des tétracyclines date du tout début de I’age des
antibiotiques, alors qu’il était nécessaire de trouver le « facteur protéique
animal », dont les aliments pour le porc et la volaille faits & base de soja
‘semblaient étre carencés (Jukes, 1977). On nota que Streptomyces aureofaciens
produit de la vitamine B2 (voir Annexe I), qui a I’époque était prise pour le
facteur recherché. L’ajout, aprés ’extraction de CTC, du brassin aux aliments

pour le porc et la volaille se solda par une augmentation de la croissance plus

grande que celle causée par le « facteur protéique animal » recherché : on

réalisa plus tard que cet effet était di a des quantités résiduelles de CTC

présents dans la biomasse.

La promotion de croissance chez ’animal sain est le résultat d’une interaction
extrémement complexe entre les tétracyclines, la flore gastro-intestinale et
’animal. Le mode d’action n’est pas encore élucidé, mais la grandeur de I’effet
est corrélée négativement avec le statut sanitaire des animaux (Thomke et
Elwinger, 1998). La présence de bactéries dans le tube digestif entrainerait des
dépenses d’énergie et de protéines chez les animaux pour éliminer leurs toxines
qui sont absorbées et pour maintenir 1’activité mitotique des entérocytes, dont

le remplacement est accéléré. La réaction immunitaire déclenchée au niveau du

tube digestif en réponse & I’agression se solderait par 1’épaississement de sa
paroi et une diminution de I’efficacité d’absorption des nutriments, ainsi que
par la sécrétion de cytokines qui induisent le catabolisme protéique. Enfin, il y
a compétition entre les bactéries et leur biotope animal pour ’utilisation des
nutriments (Thomke et Elwinger, 1998). Par conséquent, les antibiotiques
diminueraient I’intensité de 1’agression bactérienne, ce qui permettrait &
P’animal d’augmenter I’utilisation des nutriments a des fins de croissance. Il est

a noter que 1’effet de promotion de croissance est associé a I’activité
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antibiotique des médicaments et que Jes progrés en zootechnie ont

considérablement réduit 1’intérét de cet usage des antibiotiques par rapport aux

années 1950.

3.7. RECAPITULATIF ET OBJECTIFS

On peut constater 4 la lecture de cette revue de littérature que les tétracyclines
disponibles en clinique ont beaucoup de ressemblances structurelles, mais leurs
substitutions facultatives (c’est & dire, celles que portent les carbones 5, 6 et 7) sont
responsables de différences physico-chimiques qui ne peuvent étre négligées. Si les
organismes normatifs considerent que Pefficacité antibiotique des tétracyclines de
premiére et deuxiéme générations est équivalente, des données biochimiques,
microbiologiques et pharmacologiques tendent 2 indiquer le contraire. Cependant, les
données sur le comportement pharmacocinétique des tétracyclines naturelles sont

fragmentaires et il n’y a aucune information disponible en relation 2 leurs relations

dose-effet clinique.

Un deuxiéme constat est que la biodisponibilité orale des tétracyclines naturelles chez
le porc est beaucoup plus basse que chez d’autres animaux monogastriQues. Si les
causes exactes de cette dissemblance sont inconnues, il est probable que la nature des

- pré-mélanges médicamenteux pour le bétail soit en cause. En effet, le pré-mélange est
fait & partir du brassin déshydraté, qui contient aussi des cations divalents avec
lesquels le prihcipe actif peut se complexer. Cette réaction de chélation est susceptible
de se produire dans le duodénum, ou le pH favorise ’ionisation du systéme B-dicétone

phénolique. Ainsi, la cinétique de libération du principe actif peut étre altérée.

En raison de la faible biodisponibilité orale des tétracyclines chez le porc, les doses
approuvées produisent des concentrations plasmatiques beaucoup plus basses que
prévues, ce qui enléve toute pertinence aux critéres d’interpfétation des épreuves de
sensibilité bactérienne pour les pathogénés porcins. Ces criteres d’interprétation ont été
développés avec des données pharmacocinétiques chez ’homme et ont été extrapolés a

toutes les bactéries pathogénes vétérinaires, indépendamment de ’espéce hote. Le
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sous-dosage est un facteur prédisposant au développement d’antibiorésistance chez les

bactéries lors d’antibiothérapie (Thomas et coll., 1998).

Par conséquent, il est justifié de procéder a une évaluation de la relation dose-effet de

la CTC et de ’OTC administrés via I’aliment chez le porc. Les objectifs spécifiques de

ce travail sont :

1) De comparer la pharmacocinétique de la CTC et de ’OTC chez le porc lors

d’administration intraveineuse et orale via I’aliment,

2) De comparer, & diverses doses administrées via I’aliment, leur effet

prophylactique contre I’infection expérimentale.

3) De comparer ’effet de la CTC et de ’OTC sur le comportement alimentaire

des porcs en fonction de la concentration dans 1’aliment.

Cees informations sont indispensables pour jeter les bases d’un usage rationnel de ces
antibiotiques en médecine porcine, en attendant que d’autres travaux réussissent a
&lucider les causes de leur faible biodisponibilité orale chez le porc et de développer

des formes pharmaceutiques qui ne compromettent pas Jeur libération.




4. METHODOLOGIE

4.1. CHOIX DE L'APPROCHE EXPERIMENTALE

Diverses approches sont disponibles pour étudier la relation dose-effet Aantibiotique. Le
probléme qui fait I’objet de cette thése est relié a la discordance entre les indicateurs de
sensibilité antibiotique in vitro et les résultats dans des conditions de champ. Par
conséquent, 1’efficacité des tétracyclines contre les bactéries pathogénes visées doit

atre évaluée avec un protocole expérimental in vivo.

Deux approches in vivo sont possibles : I’essai clinique et ’expérience de
pharmacocinétique-pharmacodynamie (PK/PD). Nous avons opté pour cette dernicre,
car I’effet anti-infectieux est le résultat d’une interaction complexe de I’hote, la
bactérie et le médicament, qui est sujette aussi & un nombre de facteurs de variation.
I’essai clinique, ol ’animal est une « boite noire », ne permet pas de mesurer
adéquatement toutes les variables qui influencent le résultat, surtout lorsqu’il s’agit de
relations non-linéaires. Par conséquent, I’inférence a la population des résultats
d’essais cliniques est risquée et il est difficile de déterminer avec ce type d’information

la direction et I’intensité des changements & réaliser afin d’optimiser le traitement

antibiotique.

L’étude PK/PD permet de faire un suivi des variables d’influence, en particulier celles
qui sont liées aux processus physiologiques de disposition des médicaments et a
I’impact que les facteurs de variation externes ont sur les individué. Le désavantage de
ce type de protocole est sa lourdeur : un grand nombre de prélévements d’échantillons
ot de mesures de I’effet sont nécessaires pour décrire avec précision la cinétique du
médicament chez I’individu et la corrélation concentration-effet. En revanche, il est
difficile et onéreux d’appliquer un tel protocole sur un grand nombre d’individus, et
I’inférence & la population des estimés des paramétres cinétiques et de ’effet est
passablement risquée. Ces préoccupations ont mené au développement des méthodes
de PK/PD de population et & I’application du théoréme de Bayes pour réconcilier

I’approche expérimentale et 1’approche observationnelle (Martin-Jimenez et Riviere,
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1998). 11 est possible d’identifier par méta-analyse des facteurs de variation de la
corrélation PK/PD au sein d’une population : ce type de procédures statistiques permet
de traiter un ensemble d’études indépendantes pour combiner leurs données et produire
des estimés globaux (Dickersin et Berlin, 1992). Il est donc possible d’avoir une idée

de la relation dose-concentration et de sa variance.

Cette information sur la relation dose-concentration des antibiotiques permet d’établir
des critéres pour choisir une bactérie a inoculer. L effet in vivo des antibiotiques peut
atre modélisé avec 1’équation de Hill (Mattie, 2000), mais pour ce faire il est crucial de
bien documenter le segment de concentrations ou se produit la transition de I’effet nul
3 I’effet maximal. On a récemment proposé d’utiliser des protocoles de titration ot
1’on emploie plusieurs doses sub-optimales (Mattie, 2000). Par conséquent, le
protocole doit étre ajuste a la sensibilité de la bactérie et a la variabilité

pharmacocinétique inter-individuelle de I’antibiotique.

4.2. INFECTION EXPERIMENTALE A
ACTINOBACILLUS PLEUROPNEUMONIAE

Chez le pore, le modele d’infection expérimentale & Actinobacillus pleuropneumoniae
est particuliérement intéressant pour ’étude de I’activité antibiotique. C’est un agent
pathogéne spécifique a I'espece porcine, il produit des signes cliniques caractéristiques
en peu de temps et il existe plusieurs techniques d’infection validées. La pathogénie de
la pleuropneumonie 3 Actinobacillus est complexe, car cette bactérie posséde plusieurs
facteurs de virulence tels que la capsule (F igure 20), ’endotoxine, des sidérophores et
des protéases (Haesebrouck et coll,, 1997). Les facteurs de virulence les plus
importants chez cette bactérie sont les protéines ApxI, ApxII et ApxIIl, qui forment
des pores sur la membrane cytoplasmique des cellules de 1’épithélium respiratoire
(Frey et coll., 1993; Kamp et coll.,, 1997). Cette attaque toxique déclenche chez les
macrophages alvéolaires la sécrétion de cytokines comme le facteur oncogéne et
plusieurs interleukines, qui favorisent ’arrivée massive de neutrophiles activés. La

relache de radicaux libres et d’enzymes par les neutrophiles entraine une aggravation
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de I’inflammation. Par conséquent, cette bactérie offre plusieurs caractéristiques

intéressantes pour ’étude d’efficacité clinique des tétracyclines.

Le Groupe de Recherche sur les Maladies Infecticuses du Porc (GREMIP) étudie A.
pleuropneumoniae depuis bientot 20 ans et posséde une collection de plusieurs
centaines d’isolats de cette bactérie. D’aprés les simulations pharmacocinétiques
réalisées avec les estimés de méta-analyse (décrites a la Section 5.1), nous avons établi

les critéres suivants pour la sélection de la bactérie a utiliser durant nos expériences :

e Appartenance au sérotype 1 (les souches de ce sérotype possédent les opérons

complets des toxines ApxI et ApxIl, et sont par conséquent trés virulentes),

o Concentrations minimales inhibitrices de CTC et d’OTC identiques (requis

pour vérifier I’équivalence thérapeutique des deux antibiotiques),

Figure 20. Cellule d’Actinobacillus pleuropneumoniae fixée avec des anticorps
anti-capsule, observée au microscope électronique de transmission.

Source : Dr Mario JACQUES, Université de Montréal.

Description : la bactérie, un bacille trapu, posséde une épaisse capsule (gris
moyen) qui recouvre la paroi Gram-négative (palissade grise foncée).
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e DBtre classée sensible & ’antibiogramme et selon les critéres d’interprétation des
CMI établis par le N.C.C.L.S. (requis pour éviter de donner des doses toxiques
d’antibiotique aux animaux et, accessoirement, pour vérifier la fiabilit¢ des

épreuves de sensibilité antibiotiques),

e Avoir été isolée dans une ferme porcine québécoise aux prises avec une

épidémie de pleuropneumonie (confirmation du caractére pathogene de la

souche),

e Avoir été isolée durant les années 1990 (afin d’éviter de travailler avec une

souche trop sensible aux antibiotiques).

La souche FMV 92-8172, employée dans cette étude, remplit tous ces critéres. Des
concentrations de 2 pg/mL de CTC ou d’OTC inhibent toute croissance visible de cette
bactérie sur le milieu de culture. Cette souche a été inoculée par voie intrapéritonéale a
des souris pour vérifier sa viabilité et I’intégrité de ses facteurs de virulence. Des
études préliminaires ont permis de déterminer la taille de I’inoculum requise pour

obtenir des résultats reproductibles chez des porcs.

4.3. PROTOCOLE EXPERIMENTAL

Le protocole de PK/PD de cette étude a &té approuvé par le comité bioéthique de
"Université de Montréal. Les soins apportés aux porcs sont conformes aux

recommandations du Conseil Canadien de Protection des Animaux (Olfert, 1993).

Les porcs en phase de post-sevrage (de 3 & 10 semaines d’age) forment la population a
risque pour les maladies infectieuses du systéme respiratoire (Christensen et coll.,
1999; Stark, 2000) et regoivent la majorité des traitements antibiotiques en production
porcine. Par conséquent, I’expérience de PK/PD a ét¢ réalisée avec des porcelets males

castrés, agés de 5 semaines (d’environ 9 kg) et sevrés a 3 semaines d’age.
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L’origine des animaux doit faire I’objet de considérations particuliéres. Les animaux
d’expériences & employer dans cette &tude doivent étre exempts de tous les pathogenes
respiratoires porcins (surtout les virus) pouvant étre source de biais dans I’évaluation
de I’effet antibactérien des tétracyclines. En conséquence, cette étude a été réalisée
avec des lots de 12 porcelets provenant d’une ferme apparemment exempte depuis plus
de deux ans, d’aprés les résultats d’examens cliniques, sérologiques et de nécropsie

périodiques, des agents pathogénes suivants :

o Actinobacillus pleuropneumoniae, sérotypes 1, 2, 3, 5, 7 (I’agent dela

pleuropneumonie porcine),

e Mycoplasma hyopneumoniae (I’agent de la pneumonie enzootique

porcine),

e Pasteurella multocida produisant les toxines A et D (les agents dela

rhinite atrophique progressive),
e Virus du syndrome reproducteur et respiratoire porcin,
e Virus de la gastro-entérite transmissible,
e Brachyspira hyodysenteriae (I’agent de la dysenterie porcine),

. Sarcoptes scabieii (I’agent de la gale sarcoptique du porc).

Les 12 porcs de chaque lot ont ét¢ répartis également dans trois groupes : CTC, OTC
et témoin sans antibiotique. Suite & ’examen clinique, les animaux ont été distribués
aléatoirement dans deux locaux désinfectés des animaleries de 1a Faculté de médecine
vétérinaire de I"Université de Montréal, ot ils ont été placés aléatoirement dans des
cages individuelles de 0,74 m? (Figure 21, partie supérieure). Les parois des cages
permettaient aux porcs de garder entre eux un contact visuel et auditif, mais limitait les
contacts physiques. La température ambiante des locaux était réglée & 25°C, le débit de
ventilation était conforme aux normes et de I’éclairage artificiel était présent entre 7:00

et 22:00. Les cages étaient nettoyées avant le repas du matin et aprés le repas du soir.
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Le calendrier des événements est schématisé dans la partie inférieure de la Figure 21.
Le jour d’arrivée, les porcs étaient laissés sous surveillance pour qu’ils s’habituent a
leur nouvel environnement. Les activités de domestication avaient lieu entre le jour 2
et le jour 4 de séjour afin de permettre aux techniciens d’entrer dans les cages et
manipuler les porcs sans leur causer de stress. Durant cette période, les porcs étaient
aussi dressés 2 entrer dans une cage de transport sans craintes dans le but de les peser
quotidiennement. Au jour 3, des cathéters jugulaires ont été placés chez tous les porcs

sous anesthésie au propofol.

Figure 21. Plan des locaux et disposition des porcs traités et contrbles (haut) et
calendrier des événements de ’expérience (bas).

—

f Domestication J

Légende: Ctrl Témoins sans antibiotique.
PKiv. Pharmacocinétique, dose intraveineuse.
PK p.o. Pharmacocinétique, dose via I’aliment (dose unique).
PK s.s. Pharmacocinétique, dose via I’aliment (72 h de traitement).
APP Infection expérimentale.
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4.3.1.‘ Alimentation

Un aliment standard pour porcelets en post-sevrage ¢ exempt d’antibiotiques, a
été acheté le jour d’arrivée de chaque lot d’animaux. Les ingrédients de
I’aliment sont du mais, du soja et d’un supplément de vitamines et minéraux.
En cours d’expériences, le fournisseur d’aliment a modifié la recette du
supplément vitaminique et minéral, ce qui, tel qu’indiqué a I’Annexe 4, a
modifié ’apport de divers €léments nutritifs de la diéte. Les 5 premiers lots

d’animaux ont recu la diéte A tandis que les 4 derniers ont regu la diéte B.

Deux pré-mélanges antibiotiques commerciaux @ ¢ ont été utilisés pour
médicamenter 1’aliment a des concentrations équivalentes & 550, 1100, 1650 ou
2200 mg/kg de chlorhydrate de CTC et de chlorhydrate d’OTC. Deux taux
d’incorporation d’antibiotiques ont été employés pour chaque lot de porcs,

suivant une séquence aléatoire (Tableau 2).

Tableau 2. Randomisation des doses de chlortétracycline et d’oxytétracycline dans les
aliments & distribuer aux porcs des différents lots.

. Dose Lot
Antibiotique
(mgkg)* > 3 4 5 6 1 8 9
550 X X X X X
1100 X X X X
CTC
1650 X X X X X
2200 X X X X
550 X X X X X
1100 X X X X X
OTC
1650 X X X X X
2200 X X X X X

* Equivalents en chlorhydrate d’antibiotique.

¢ VITA Distribution 1988 Inc. St-Valérien, Qc, Canada.
¢ Aureomycin® 100 G. Lot # D606 E. Hoffmann — La Roche Ltd. Cambridge, On, Canada.
¢ Terramycin* 100. Lot # 602 50097. Pfizer Canada Inc. Animal Health Group. London, On, Canada.
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Durant leur séjour dans les locaux d’expérimentation, les porcs ont regu, 4 8:00,
14:00 et 20:00, des quantités d’aliment correspondant respectivement a 2%, 1%

et 2% du poids de I'individu. L’ean de boisson était disponible en tout temps.

Tous les porcs ont regu de I’aliment non-médicamenté durant la période
d’acclimatation (jours 1-4) et au jour 5. Les porcs témoins ont regu de 1’aliment
non-médicamenté durant toute la durée des expériences. Les aliments
médicamentés ont été distribués aux porcs des groupes CTC et OTC au jour 6,
uniquement & 8:00, et entre les jours 7 et 12, lors des repas de 8:00 et 20:00
(Figure 21 — partie inférieure). Tous les autres repas étaient non-médicamentes.
La durée des repas de 8:00 et 20:00 a ét¢ chronométrée quotidiennement pour
chaque individu, ainsi que toute interruption de ceux-ci pour des motifs autres

que [’abreuvement.

4.3.2. Etude pharmacocinétique

Un seul antibiotique a été employé par chambre, mais en alternance d’un lot &
1’autre (avec le lot 1, les porcs traités de la chambre A ont regu de I’OTC tandis
que ceux de la chambre B ont regu de la CTC, et vice-versa avec le lot 2). Les

traitements antibiotiques suivants ont été administrés :

1. Aujour 5, du chlorhydrate de CTC fou du chlorhydrate de

d’OTC & par voie intraveineuse (environ 5 mg/kg de produit),

2. Aujour 6, a 8:00, un repas médicamenté correspondant a 2% du
poids vif (dose équivalente 11, 22,33 ou 44 mg/kg de
chlorhydrate d’antibiotique — voir Tableau 2),

3. Dujour 7 aujour 12,2 8:00 eta 20:00, des repas médicamentés
correspondant & 2% du poids vif (dose quotidienne équivalente a

22, 44, 66 ou 88 mg/kg de chlorhydrate d’antibiotique),

f Chlortetracycline hydrochloride. Lot # 27H7703, 79% purity. Sigma Chemical Co., St. Louis, US.A.
¢ Oxytetracycline hydrochloride. Lot # 96H0571, 100% purity. Sigma Chemical Co., St. Louis, US.A.
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Des échantillons de sang ont été prélevés a divers temps (Tableau 3) suite a

|’ administration des doses uniques par voie intraveineuse et via I’aliment, ainsi
que celle du matin du 4%™ jour du schéma posologique réitéré via I’aliment.
Les echantlllons de sang hépariné ont été centrifugés a 7 °C et 1500 G durant 15
minutes immédiatement aprés leur prélévement et le plasma recueilli a été

conservé a -70°C dans des fioles de verre.

Tableau 3. Temps de prélévements des échantillons sanguins, par rapport au début
d’administration.

Administration “Temps de prélévement (h)
LV. (our 5) 0 0,5 1,0 1,5 2 4,5 6 12 24
P.O.; Gour6) 0,5 1 1,5 2 3 6 9 12 24
P.O.; (jour 10) 0 1 23 4 6 12

4 3.3. Etude du comportement alimentaire

Les données de comportements alimentaires (quantité d’aliment servie, durée
du repas, nombre d’interruptions, durée des interruptions et quantité d’aliment
non-ingérée volontairement  la fin du repas) ont été enregistrés lors des repas
de 8:00 et 20:00 chez tous les porcs des trois groupes. Seules les données
correspondant aux jours 7, 8,9 et 11 ont fait I’objet d’analyses (Section 5.3),
car la prise alimentaire des porcs était interrompue par la prise d’échantillons

de sang aux autres jours de traitement.

4.3.4. Etude pharmacodynamique

Dans chaque chambre, les porcs témoins ont été placés systématiquement entre
une paire de porcs traités pour égaliser les chances de contact avec chacun
d’eux suite & ’infection expérimentale (Figure 21, partie supérieure). Un
échantillon de sang a été prélevé avant ’inoculation de la bactérie (2 15:00),
afin d"y déterminer la concentration plasmatique d’antibiotique. Par la suite,

tous les porcs ont subi un examen clinique 320:00 et 4 8:00 (5 het 17 h post-
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inoculation), ol I’importance des signes cliniques a été notée selon la grille
présentée dans le Tableau 4. La somme des points de chaque examen permet
d’établir une cote de gravité de la maladie chez I’individu. Avec ce systéme, la
plus haute cote possible pouvant étre attribuée 4 un porc qui survit & ’infection
est 22. Par conséquent, une cote de 23 est attribuée aux porcs qui meurent des

suites de la maladie.

Conformément aux directives du comité de bioéthique de I"Université, les
porcs souffrant d’insuffisance respiratoire aigué€ ont recu |’euthanasie aux
barbituriques pour abréger leurs souffrances. Vingt deux heures aprés
I’inoculation, tous les porcs ont fait I’objet d’un examen anatomo-pathologique
dans Ie but de déterminer I’étendue des Iésions de pleuropneumonie avec une
méthode standard (Straw et coll., 1986). Avant de recevoir I’euthanasie, un
échantillon de sang est prélevé chez les porcs ayant survécu a I’infection afin
de déterminer la concentration plasmatique d’antibiotique. Lors de la nécropsie,
un échantillon de poumon 1ésé, de poumon non-lése, de muscle diaphragme, de
foie et de rein ont été prélevés afin d’y déterminer les concentrations

d’antibiotique. Tous les échantillons ont éte conservés a-70°C.

Tableau 4. Grille de pointage de la gravité des signes cliniques de pleuropneumonie.

Signe clinique Gravite?
Absent  Présent/modéré  Grave Trés grave

Dyspnée ' 0 1 2 3
Apathie 0 1 2 -
Prostration 0 1 2 -
Inappétence 0 0,75 1,5 -
Toux 0 1 - -
Vomissement 0 1 - -
Respiration superficielle 0 0,5 - -

* NB : le pointage accordé aux divers signes cliniques est fonction de leur importance

dans le cadre de la maladie.
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4.4. ANALYSE PHARMACOCINETIQUE

Avant de procéder a I’analyse pharmacocinétique, les doses de chlorhydrate de CTC
et de chlorhydrate d’OTC ont été converties en les multipliant respectivement par

0,929245099 et par 0,926625075 pour obtenir leurs équivalents sous forme de base.

Les séries de concentrations plasmatiques d’antibiotique prélevées chez les porcs ont
fait ’objet d’une analyse pharmacocinétique par I’approche des moments statistiques
(Yamaoka et coll., 1978). Cette approche permet de décrire les propriétés générales du
systéme pharmacocinétique étudié sans qu’il soit nécessaire d’¢élucider sa structure et
son fonctionnement (Gillespie, 1991). De plus, elle produit des estimés des paramétres
pharmacocinétiques robustes, qui ont un sens physiologique, pourvu que les postulats

suivants soient respectés (Dunne, 1993) :

1. L’élimination du médicament est proportionnelle a sa concentration et a lieu au

site de mesure,

2. Les propriétés pharmacocinétiques du médicament sont indépendantes de la

dose et du temps,

3. Toutes les molécules qui pénétrent dans le systéme pharmacocinétique doivent

en sortir éventuellement.

Des résultats d’études indiquent que les cinétiques de la CTC et de ’OTC sont
conformes aux conditions énumérées ci-dessus (Aronson, 1980; Kilroy et coll., 1990;
Pijpers et coll., 1991), ce qui rend possible ce type d’analyse. Les données de cette

étude ont été analysées avec le logiciel WinN onlin".

Les moments zéro et un de la courbe des concentrations plasmatiques du médicament

en fonction du temps sont calculées avec les formules suivantes :

h WinNonlin Professional, 1.5 version. Pharsight Corporation. Cary, NC, U.S.A.




54

Equation 1. Moment statistique zg€ro.

=00 ‘
AUC = [ Cp adt
=0

t

Equation 2. Premier moment statistique.

{=00
AUMC = [t-Cpdt
t=0

Ou AUC est la surface sous la courbe des concentrations plasmatiques — Cp —en
fonction du temps — ¢ — et AUMC est la surface sous la courbe du produit #:Cp en
fonction de 7. En raison de sa facilité d’utilisation et de sa robustesse (Purves, 1992),
’AUC et ’AUMC ont été calculées avec la méthode des trapézoides
linéaires/logarithmiques (Tableau 5) :

Tableau 5. Formules de calcul de la surface des trapezes linéaires et logarithmiques
d’AUC et ’AUMC (Note : 8t =12 —11 ).

Trapéze AU t12 AU. Mcl;i?.

Linéaire St.gﬁ%ggz 5t.t1'cp1';t2'cp2
Cr—Cpy ;. k- Cpy—4-Cpy _ 2 ~ Cpy, —Cpy

ln(Cp?_ pl) “(CVPJ ln(cpchlj

Note : la méthode des trapézes linéaires/logarithmiques consiste a calculer les surfaces

des trapézes pour les temps inférieurs au moment ol la concentration
plasmatique maximale se produit (tmax) avec les formules linéaires, puis avec

les formules logarithmiques pour les temps supérieurs a tmax.

Les derniers trapézoides d’AUC et ’AUMC (extrapolation a l’inﬁni) sont calculés

respectivement & 1’aide de Az, la pente terminale du profil de Cp en fonction du temps :
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Equation 3. Surface du dernier trapézo'l'de d'AUC.
) Cp
— t
AUC, =5

Equation 4. Surface du dernier trapézoide d AUMC.

avmc, =150 B
Az

Tl est & noter que 1’administration de 1a dose orale unique des antibiotiques & ’étude est
trop rapprochée de la dose administrée par voie intraveineuse pour permettre '
]’élimination compléte de cette dernicre (Figure 22). Par consequent, il est nécessaire
de déduire la portion terminale d’AUC de la dose intraveineuse (Bquation 3) pour
obtenir des estimés non-biaisés de biodisponibilité orale, de clairance et de volume de
distribution. Ce probléme n’est pas rencontré lorsque le médicament est administré a
des intervalles constants et & une dose constante par rapport au poids du sujet. Dans ce
cas, I’AUC et PAUMC déterminés durant I’intervalle thérapeutique est égal aI’AUC

et ’AUMC du temps zéro & infini lorsqu’une seule dose est administrée.

Figure 22. Superposition des profils cinétiques d’un médicament administré par
les voies extravasculaire (courbe pointillée) et intravasculaire (ligne continue) a

24 h d’intervalle.
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4.4.1. Parametres pharmacocinétiques

4.4.1.1. Clairance

La clairance — CL — est la constante de proportionnalité liant 1’élimination du
médicament (sous toutes ses formes et par toutes les voies) & sa concentration
plasmatique (Equation 5). Il correspond au volume de liquide (plasma ou sang)
qui est complétement épuré par unité de temps. L’estimé obtenu lors

d’administration extra-vasculaire est affecté par la biodisponibilité du

médicament (Section 4.4.1.3).

Equation 5. Formule de calcul de la clairance.

__D
CL=~Z0c
4.4.1.2. Volume de distribution apparent

Le volume de distribution apparent V est la constante de proportionnalité
reliant la concentration plasmatique et la dose administrée. L’Equation 6
présente une formule générale pour |’estimation du volume de distribution qui
est valide pour tous les types de systémes cinétiques (estimé de V par la
méthode de la surface sous la courbe —V (area) — OU de la pente terminale ~V).

L Equation 7 présente une formule spécifique & I’administration intravasculaire
(volume & I’état d’équilibre — Vo). Il est & noter que Vs n'est pas affecté par les
biais d’estimation de la pente terminale d’élimination. A Iinstar de la clairance,

Iestime de V obtenu lors d’administration par voie extra-vasculaire est affecté

par la biodisponibilité du meédicament.

Equation 6. Formules de calcul du volume de distribution par la méthode de la
surface sous la courbe.

D
Vz =Tz
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Equation 7. Formule de calcul du volume de distribution & I'état d'équilibre.

Vss=CL'MRT=Q—AQMQ’ 5
AUC

4.4.1.3. Biodisponibilité

La biodisponibilité F est la fraction de la dose administrée par une voie extra-
vasculaire qui atteint le site de mesure. Le restant de la dose peut demeurer au
site d’administration sous une forme qui I’empéche d’atteindre le site de
mesure ou avoir été éliminé avant d’atteindre ce dernier. Le calcul de ce
paramétre requiert I’estimation de ’AUC du médicament lorsque administré
par une voie de référence : dans le cas de la voie intravasculaire, le résultat est
nommé biodisponibilité absolue (Equation 8), tandis que le résultat est nommé

biodisponibilité relative — Frel — quand la voie de référence est extra-vasculaire,

Equation 8. Formule de calcul de 1a biodisponibilité orale absolue.

AUCP%
F:_ .

Dp 0
AUC, /
Di.v. '

4.4.1.4. Temps de séjour moyen

Le temps de séjour moyen MRT est la moyenne du temps total que les
molécules de médicament séjournent dans le systeme étudié (espace

systémique) aprés y avoir pénétré par une voie donnée (Equation 9).

Equation 9. Formule de calcul du temps moyen de séjour lors d’administration
par voie intraveineuse.

AUMC,,,

MRT =~40c,,
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4.5. ANALYSES STATISTIQUES

Toutes les analyses statistiques ont été réalisées avec le logiciel SAS | en employant le

seuil de signification statistique (o) de 0,05.

Les données pharmacocinétiques, physiologiques, cliniques et éthologiques de chaque
individu ont fait I’objet d’analyses exploratoires avant de procéder au calcul des
statistiques univariées et a I’analyse de corrélation. Certaines variables telles que la
clairance et le volume de distribution ont été corrigées pour le poids de 1’animal. Tel
que suggéré par Lacey et coll. (1997), la fonction log-normale (Mood et coll., 1974) a
été appliquée (Equation 10) pour décrire la distribution des parainétres cinétiques

montrant une asymétrie vers la gauche.

Equation 10. Fonction de densité de probabilité de la distribution log-norinale.

o ———Li(ln x—p Y
f(x;u;o j=—~——————1 e
X +~2no

Ou u = E [In(X)] qui peut prendre des valeurs entre -oo et oo, et o? = Var [In(X)] qui est
une valeur positive. La moyenne et la variance d’une variable X a la distribution log-

normale ont été calculées avec les Equations 11 et 12, respectivement :

Equation 11. Moyenne d'une distribution log-normale.

2
p+ic

E[Xx ]=e

Equation 12. Variance d'une distribution log-normale.

2 2
Var [X]= 62;,1+20 _ 62p+cs

i SAS system for Windows, 6.12 release. Cary, NC, U.S.A.
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Les paramétres cinétiques de la CTC et de ’OTC (bruts ou, lorsque indiqué, apres
transformation logarithmique) ont été comparés statistiquement avec le test de Student
et des modéles de régression linéaire et logistique. Les paramétres du comportement
alimentaire et de croissance des porcs ont été analysés avec un modéle linéaire & effets
mixtes (Littell et coll., 1998). Les parametres de I’infection expérimentale ont fait

I’objet d’analyses non-paramétriques (test de Chi-deux et de Kruskal-Wallis) et de

régression non-linéaire.
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PHARMACOKINETIC MODELING OF IN-FEED
TETRACYCLINES IN PIGS USING A META-
ANALYTIC COMPARTMENTAL APPROACH [SWINE
HEALTH AND PRODUCTION, 6(5): 189-202

(1998)].

Jéréme R.E. del Castillo (1), J. Elsener (2), Guy P. Martineau (1).

(1) Université de Montréal, Faculté de Médecine Vétérinaire. CP 5000

St-Hyacinthe Quebec,J28-7C6 Canada;

(2) Ayerst Laboratories Inc.

5.1.1. Summary

OBJECTIVE: To assess effect of pharmacokinetic differences between
chlortetracycline (CTC) and oxytetracycline (OTC), the effect of day/night
variations in ad libitum intake of medicated feeds on variation in plasma and
tissue concentrations of both drugs, and the influence on the overall efficacy of

metaphylactic strategies for bacterial respiratory disease in growing pigs.

METHODS: A multidosage pharmacokinetic model was created for
feed-administered CTC and OTC in pigs. Parameters obtained by meta-analysis
of published pharmacokinetic articles and a coniputerized iteration procedure
were used to find minimum CTC or OTC in-feed dosage to maintain a selected

plasma drug concentration in pigs incorporating feeding behavior variables.

RESULTS: The model accounted for daily feed consumption, ad libitum
feeding behavior, time-kill activity of tetracyclines, and the span of their
postantibiotic effect.The model successfully passed an external validation
procedure. The bioavailability (P=.0001), apparent volume of distribution
(P=.001), and elimination constant rate (P=.03) differed between CTC and

OTC. When identical in-feed dosages are consumed, plasma concentrations of
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CTC were twice the concentrations of OTC. Ad libitum feeding behavior,
which becomes increasingly diurnal as pigs grow from weaning to finishing,
induced major daily variations in plasma concentrations of both drugs. We
devised two equations that easily calculate any specific result generated by the

computerized iteration procedure for CTC and OTC.

IMPLICATIONS: The use of either equation will allow swine practitioners to
create more precise CTC or OTC metaphylactic strategies from weaning to

finishing. Matching daily antibiotic dosages to what is needed can improve the

efficacy of metaphylaxis.

5.1.2. Keywords

Pharmacokinetics, antibiotics, feeding behavior, meta-analysis,

chlortetracycline, oxytetracycline, in-feed.

5.1.3. Introduction

Contrélling respiratory diseases is a major health concern for intensively raised
weaner, grower, and finisher pigs. Often, the only realistic short-term option to
prevent outbreaks of respiratory disease is to control infection pressure in
colonized, subclinically infected animals (i.e., metaphylaxis — see glossary
beginning page 200 for other terms). Typically, metaphylaxis is accomplished
through the large-scale use of antibiotics, which are delivered in feed and/or
drinking water to minimize animal stress and labor and drug costs. However,
while cost is an important factor in choosing a medication and administration
route, oral bioavailability must also be considered. Tetracyclines, the most
frequently used drugs for treating respiratory disease, inhibit bacterial protein
synthesis (Figure 1) (Pijpers ez al., 1991a). The number of bacterial cells that
die when exposed to greater than the minimum inhibitory concentrations (MIC)
of tetracyclines is related to the duration of the exposure, not to drug

concentration (e.g., time-dependent kinetics of bactericidal activity)
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Figure 1. Chemical structure of chlortetracycline and oxytetracycline; mode of
action of the tetracyclines. ‘
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(Figure 2) (Keck and Borne, 1995). With non-intestinal diseases, the antibiotic

must be absorbed in the intestinal lumen before it can reach the targeted tissue.

Thus, bioavailability is a factor in drug waste. The plasma concentration of a

drug is influenced by three factors:

e Dbioavailability,
e dosage, and

¢ pig feeding behavior.
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Figure 2. Kinetics of bactericidal activity for concentration-dependent antibiotics
and time-dependent antibiotics.
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If any of these three factors is not addressed, then drug concentrations in
plasma and tissue, when delivered in feed or water, are unlikely to meet the

MIC for the targeted pathogens (Wages, 1993).

A number of feed factors and characteristic pig behaviors affect the intake of
medicated feeds. For example, when drugs are administered in moist or liquid
feeds (Sutter and Wanner, 1990), top dressing, or drinking water, the drug
residence in the stomach, bioavailability, and/or absorption rate of drugs can
be different than when they are administered in dry feed (Gibaldi, 1991a).
Supplemental citric acid in feeds medicated with tetracyclines is known to
interfere with unavailable calcium-drug complexes that form in the intestines.
The bioavailability of orally delivered tetracyclines, especially
chlortetracycline (CTC), is thus enhanced by citric acid (Wanner et al., 1991).

Feed intake (National Research Council, 1988) and ad libitum feeding behavior
are also both influenced by pig age (Labroue ef al., 1995). Feed consumption in
pigs is related to metabolic weight ( 75 ) (Henry ef al., 1984) rather than '
crude weight (W); thus, ad libitum ingestion of a given medicated feed will
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result in higher drug dosages and higher plasmé concentrations in 10-kg (22-1b)
pigs than in 40-kg (88-1b) pigs. Moreover, Labroue, et al. (Labroue et al.,
1995), have observed that as pigs get older, they consume an increasing
percentage of their overall feed intake during the day (Table 1). This suggests
that feeding behavior might be less affected by day/night cycles in 10-kg
(22-1b) piglets than in 40-kg (88-1b) pigs. For a given in-feed tetracycline
dosage, the daily variations in plasma concentrations of the drug are positively

associated with the age of the pigs.

Table 1. Proportion of diurnal daily meals in pigs of distinct growth stages and
fed ad libitum (Labroue et al., 1995).

Weight (kg) Diurnal daily meals

40 67.5%
60 74.0%
90 83.3%

Feeding behavior of pigs and the amount of feed ingested per meal are also
affected by the size of groups placed within a pen (Nielsen and Lawrence,
1993), even when pen density is equal. Pigs housed in groups of < 15 pigs per
pen eat approximately twice as often as those penned in groups of > 20
(Nielsen and Lawrence, 1993). To maintain the same daily feed consumption,
then, pigs housed in groups of > 20 must eat twice as much at each meal. These
feed characteristics and feeding behaviors may have an effect on the drug
concentrations in plasma and tissues and on the degree of protection against

disease. No pharmacokinetic study has taken into account actual pig feeding

behavior.

Pharmacokinetics is what the body does to the drug and pharmacodynamics
is what the drug does to the body (both of the animal and of the bacterium)
(Holford and Sheiner, 1982). It is important to consider both pharmacokinetics
and pharmacodynamics when designing metaphylactic strategies. Although

both CTC and oxytetracycline (OTC) have been the subject of pharmacokinetic
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studies in pigs, the pigs were given a single oral treatfnent (Kilroy et al., 1990,
Sutter and Wanner, 1990; Wanner et al., 1990; Wanner et al., 1991; Pijpers et
al., 1991a), or the drug plasma concentratidns were modeled over time in a
population of pigs fed according to a fixed-interval schedule (Sutter and
Wanner, 1990). Little is known, therefore, about the pharmacokinetics of
tetracyclines when medicated feeds are consumed ad libitum. It is risky to
generalize from any one of these studies to a population of pigs that have ad
libitum access to feed; however, by using meta-analysis we can synthesize the
findings of many studies to obtain an average that can allow us to generalize

more reliably to a wide variety of herd situations.

Meta-analysis is a process whereby a collection of research results from
individual studies are statistically analyzed in a way that allows one to integrate
their findings (Dickersin and Berlin, 1992). Meta-analysis is currently used in
epidemiological studies to obtain stronger, more reliable information that can
be applied to a wider range of situations than can the findings of individual
studies. It produces a set of parameters that represents average, not individual,
findings across studies. This type of analysis can determine associations
between disease and risk factors, risk estimates, or other parameter estimates

when the original studies do not have adequate statistical power to report such

findings.

The objectives of the present investigation were to:

e perform meta-analysis on a number of pharmacokinetic studies to allow
us to obtain reliable pharmacokinetic parameters for CTC and OTC,
and then use these parameters in a pharmacokinetic model that

describes the ad libitum feeding behavior of growing pigs;

. compare the meta-analytically derived pharmacokinetic parameters of

feed-administered CTC and OTC in pigs;
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e assess the validity of our meta-analytic model by comparing its

predictions to actual observations of the plasma concentrations of CTC

and OTC that appear in the literature; and

e assess the influence of feeding behaviors (diurnal patterns of feeding
behavior and the number of pigs per pen) on daily variations of CTC

and OTC concentrations in plasma.

5.1.4. Materials and Methods

5.1.4.1. Meta-analysis and statistical
analysis

Meta-analysis was performed with all available studies treating the
pharmacokinetics of in-feed tetracyclines in pigs to obtain reliable parameters
that could be further used in a multiple-dosage pharmacokinetic model, using
the Ma.ntel—Haenszel method (Dickersin and Berlin, 1992). Briefly,

Mantel-Haenszel meta-analysis consists of series of steps:

(1) The materials and methods of the set of independent research studies
are critically evaluated. Evaluation criteria can be both objective and
subjective. Possible confounding factors and effect modifiers are
identified and the studies are ranked according to quality based on those

evaluation criteria.

(2) The relevant results (e.g., means and variances; risk ratios; P values) are

extracted from each of the studies.

(3) Exploratory data analysis to assess the link between the results and any
confounding factors is performed. If the results correlate with a
confounding factor (e.g., age of animals, calcium content in feed (Henry

etal., 1984, National Research Council, 1988), type of analysis used), a
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weight is given to this variable, so that its confounding effects will be

accounted for in the calculations.

(4) An estimate of the results of all studies, as well as a global variance, is
calculated. In this study, we calculated an inverse-variance weighted
average (Mantel-Haenszel estimate) and a global variance of the

pharmacokinetic parameters.

Compartmental pharmacokinetic analysis (Gibaldi, 1991b) was performed on
all but one (Kilroy ef al., 1990) of the articles included in the meta-analysis; the
statistical moment kinetic approach (Yamaoka et al., 1978) was used in the
later study. A one-compartment kinetic analysis (Gibaldi, 1991b) was thus
performed with the individual sets of plasma CTC concentrations reported in
this latter article (Kilroy et al., 1990). Experiments (Wanner et al., 1990;
Wanner ef al., 1991) using feeds supplemented with 1.4% of calcium were
included in the meta-analysis, because somewhat lower concentrations of
calcium are recommended in Europe for weaned pigs (Henry ef al., 1984), but

their reported bioavailabilities were weighted at a 50% level.

To be included in our meta-analysis, a study had to meet several criteria:

e antibiotics had to have been administered to clinically healthy animals.
Diseased pigs have been observed to have reduced feed and water
intake compared to clinically healthy pigs (Pijpers et al., 1991a). In

_ addition, the pharmacokinetic profile is completely different in diseased
pigs (Kilroy et al., 1990);
¢ The OTC and CTC had to have been delivered in medicated dry feed

(as opposed to wet or moist feed);

e The feed had to meet both American and European calcium

' requirements; (Henry ef al., 1984; National Research Council, 1988)

and
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e The feed had to be free of supplemental citric acid.

Studies excluded from meta-analysis were reports of experiments performed on
disease-challenged animals (Pijpers et al., 19912), those where moist or liquid
medicated-feeds were used (Sutter and Wanner, 1990), those with citric
acid-supplemented feed (Wanner e? al., 1990; Wanner et al., 1991), and those
that did not investigate the individual evolution of plasma concentrations of the

drug over time (Asanuma et al., 1984; Andrews et al., 1988).

Five studies, two reporting on OTC (Wanner e? al., 1990; Pijpers et al., 1991a)
and three reporting on CTC, (Kilroy et al., 1990; Sutter and Wanner, 1990;
Wanner et al., 1991), met all the criteria and were included in the
meta-analysis. To derive mean parameter values to use in calculations that
describe the fluctuations in drug concentrations over time, two separate
Mantel-Haenszel meta-analyses were then performed on the sets of studies
(Tables 2--3). These pharmacokinetic parameters were compared statistically

using the Mann-Whitney U tests (Daniel, 1990) at a .05 significance level.

5.1.4.2. The multiple-dosage
pharmacokinetic model

The fluctuations of drug concentrations in plasma over time for one single

dosage can be calculated with the following nonlinear equation (Rowland and

Tozer, 1994).

—kt - kg
Cp(t) = —E—JVDM : ‘(k—l-%—k-) (e g e t) (Equation 1)

Where:
e Cp(t) is drug plasma concentration at time t,

e T is the absolute bioavailability,
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e Dose is the administered dosage of drug,

e k, is the absorption rate constant,

e kis the elimination rate constant,

e e is the natural base of logarithms, i.e., 2.71828..., and

e V is the apparent distribution volume.

To calculate V, the equation is:

_F-D
Viarea) = "40C -k

(Equation 2)

Where 4UC is the area under the curve of plasma drug concentration over time

measured with the linear trapezoidal rule (Rowland and Tozer, 1994).

Table 2. Estimates (mean+SD) of the pharmacokinetic parameters of feed-

administered CTC in pigs reported in the litterature and average values

obtained with a Mantel-Haenszel meta-analysis.

Parameter Units

Reference
Wanner et Wanner et . Meta-.
Sutter ef 2l 1991 al. 1991 Kilroy et analysis

al. 1990 C 070 (Cam1 4%) al. 1990

F (absolute %
bioavailability)

V (area) (apparent L/kg
distribution
volume)

k, (absorption  hours N
rate constant)

k (elimination hours -

rate constant)

t,, (elimination hours
half-life)

17.644.0 12.6£1.3 9.5+40 17.9+53 13.6%6.17

2.03+0.66 1.76 2.34 1.2940.21 1.85+0.44

1.3040.50 2.03£2.15 1.57+1.51 0.92+0.92 1.27+1.67
0.1540.02 0.20£0.05 0.25+0.05 0.17+0.05 0.17+0.07

4.62 3.46 277 3.99 4.08

CL, (systemic L/hour/kg  0.304 0.411 0467 ~ 0224 0314

clearance)
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Table 3. Estimates (mean+SD) of the pharmacokinetic parameters of feed-

administered OTC in pigs reported in the litterature and average values

obtained with a Mantel-Haenszel meta-analysis.

Reference

. Meta-

Parameter Units . Wanner et Wanner et -
Pifpers of 411990  al. 1990 2SS
’ (Ca=0.7%) (Ca=1.4%)

F (absolute % 48+1.7 3.6809 3.7£09  3.80+1.53
bioavailability)
V @areay (apparent L/kg 1.44 1.43 1.61 1.50+0.10
distribution volume)
k, (absorption rate hours ™ 1.89+0.29 4.54+4.56 3.19+3.35 1.910+3.901
constant)
k (elimination rate hours™  0.12+£0.03 0.13+0.03 0.14+0.05 0.127+0.048
constant) ‘

t,, (elimination half-life) Hours

CL, (systemic clearance) L/hour/kg

5.68 5.33 4.95 5.33
0.176 0.187 0.225 0.194

To conduct the meta-analysis, we used a crude average estimate of Viarea)

instead of a Mantel-Haenszel (Dickersin and Berlin, 1992) weighed average,

because a majority of authors did not report the variance associated with their

estimate (Tables 2-3).

Systemic clearance (CLy ) and elimination half-life (ti2) of CTC and OTC

were calculated with the following equations:

CL, = V(area) -k

o = 0693

(Equation 3)

(Equation 4)

We derived the estimates of CL v and t ,, with parameters derived from the

meta-analysis.
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The multiple-dosage pharmacokinetic model was devised from equation 1
using the method of superposition (Gibaldi, 1991c); e.g., repeatedly adding
Equation 1 (Figure 3) based on the proportion of daily meals taken during
daytime (Table 1) (Labroue ef al., 1995), and the amount of feed consumed ad
libitum per meal. ‘

5.1.4.3. Feeding behavior

Based on observations of the influence of the size of the group of pigs within a
pen (not pig density) on feed consumption and feeding behavior (N ielsen and
Lawrence, 1993), we modeled a scenario with < 15 pigs per pen, and another

scenario with > 20 pigs per pen.

5.1.4.4. Computer iteration procedure

A computerized iteration procedure was devised to find the minimum in-feed
dosage of either CTC or OTC (in ppm) that would maintain plasma MIC over a
20-hour interval (to allow for a 4-hour postantibiotic effect [PAE]). We focused
on the minimum concentration of antibiotic in plasma to take into account the

time-dependent antimicrobial effect of tetracyclines. A procedure was

Figure 3. Simulated OTC plasma concentrations in pigs after administration of a
20 mg/kg bodyweight dosage in feed.
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programmed in Turbo Basic (Corel Inc., Ottawa, Ontario). A Basic Cbmpiler is

needed to run the program.

Variables we included in this program were the following:
. e
*  Viarca),
o k,andk,
e the targeted plasma concentration of drug (TPL),
e the weight of the average pig,
e the feed intake of the average pig during daytime,

e the number of daytime meals (this proportion can be estimated from

Labroue's data (Labroue et al., 1995) (Table 1),
e feed intake during nighttime, and

e the number of nighttime meals.

Begin and end values for the in-feed dosage and the iteration step are also

variables in this program.

Values of the parameters derived from meta-analysis were then input into
Equation 1, which was superposed at even intervals according to the number of
daytime meals during the 0- to 12-hour (daytime) period. Thus, if the pigs were
assumed to eat 4 meals during the day, the equation was superposed 4 times at
4-hour intervals (e.g., 07:00, 11:00, 15:00, 19:00) (Figure 3). During the 12- to
24-hour (night-time) period, Equation 1 was superposed at even intervals
according to the number of nighttime meals. Daytime and nighttime
superpositions were repeated for a continuous 120-hour period (Figure 4). Dose
was determined by dividing respective feed intakes (i.e., daytime or nighttime)

by the number of meals assumed to have been taken during daytime and

nighttime.
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A pharmacokinetic profile was then‘generated for 200 hours (to ensure that the
data would include the period of equilibrium) with 0.2-hour intervals. The
minimum in-feed dosage (in ppm) required to achieve TPL was found by
backward iteration according to the following criterion: the resulting plasma
concentration profile had to fall below TPL for exactly 4 hours (the span of
post-antibiotic effect with tetracyclines) somewhere between 36 and 60 hours
after the medicated feed is first offered, the time at which equilibrium of drug
between plasma and tissue has been achieved. Finally, the program generated
an ASCII file with the final pharmacokinetic profile, giving pairs of time and
plasma drug concentration values in the 0- to 200- hour period in 0.2-hour
intervals. This iteration procedure was run twice, once for the OTC profile and

once for the CTC profile.

5.1.4.5, Model validation

To assess the accuracy of the meta-analytic model, we used an external
validation procedure to compare the antibiotic plasma concentrations the

models predicted to actual plasma concentrations reported by Black and Gentry

Figure 4. Daily CTC and OTC blood concentration variations in 40 kg pigs
consuming 400 ppm medicated feeds ad libitum; 0--72 of 0--120 hours shown.

5 Cp (ng/mL)

o 12 24 36 48 60 72
Time (hours)

— OTC 400 ppm — CTC 400 ppm
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(Black and Gentry, 1984), Asanuma, et al. (Asanuma et al., 1984), Mevius, et
al. (Mevius et al., 1986), Reichert (Reichert, 1988), Andrews, et al. (Andrews
etal., 1988), Hall, et al. (Hall ez al., 1989), and Hunneman, et al. (Hunneman et
al., 1994). In some papers (Andrews et al., 1988; Hall et al., 1989), the mean +
SD of plasma concentrations was reported graphically; thus, we used
approximate estimations of the mean and confidence intervals in our validity
calculations. “Agreement” between the models and the literature was defined as

> 50% overlap between their respective 95% confidence intervals (CI).

The predicted confidence intervals of CTC and OTC plasma concentrations
were obtained by using F and k values equal to the upper and lower 95%
confidence limits in the models instead of average Mantel-Haenszel estimates
(Dickersin and Berlin, 1992). The upper limit represents a model with greater
bioavailability (i.e., F at the upper limit) and slower elimination (i.e., k at the
Jower limit), whereas the lower limit represents a model with lesser

bioavailability (i.., F at the lower limit) and faster elimination (i.e., k at the

upper limit) (Figure 5).

Figure 5. Observed (Andrews ez al.) 1% and predicted 95% confidence intervals of
CTC plasma concentrations in pigs consuming a 220 ppm medicated feed ad
libitum.
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5.1.5. Results

5.1.5.1. Comparing CTC and OTC

pharmacokinetics

The absolute bioavailability of CTC (13%) was significantly greater than that
of OTC (4%) (P =0.0001) (Table 4). Peak plasma concentration (Crmax ) of OTC
was half of the Cpax of CTC (Figure 6). The apparent distribution volumes
(V(area)) of CTC and OTC were also significantly lower for OTC than for CTC
(P =0.0014) (Table 4). The speed of intestinal uptake of the drugs, measured by

k. , was not significantly different (P =0.9). On the other hand, CTC was
eliminated more quickly than OTC, as shown by the statistically significant
differénce in their respective k (P =0.033). The elimination half-life (t;2 ) of
CTC is thus 75% of OTC. Because CTC is absorbed more slowly and
eliminated more quickly than OTC, the models predicted slightly greater daily

variations in plasma concentrations of CTC compared to OTC (Figure 4).

Figure 6. Simulated chlortetracycline (CTC) and oxytetracycline (OTC) plasma
concentrations in pigs after administration of a 20 mg/kg bodyweight dosage in
feed. '
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Table 4 Statistical comparison of mean pharmacokinetic parameters of CTC

and OTC obtained with a Mantel-Haenszel meta-analysis

Parameter Units ~  CTC OTC P
F (absolute bioavailability) % 13.6+6.17 3.80+1.53  0.0001
V(area) L/kg 1.85+0.44 1.50+0.10  0.001

(apparent distribution volume)
k. (absorption rate constant) hours ™ 1.27+1.67 1.910£3.901 0.9
k (elimination rate constant) ~ hours -I 0 0.17+£0.07 0.127+0.048  0.03

ti;, (elimination half-life) Hours 4.08 5.33 -

CL,, (systemic clearance) L/hour’kg 0314 0.194 -
5.1.5.2. Feeding behavior

DIURNAL FEEDING PATTERNS

Ad libitum feeding behavior of pigs induced a marked daily variation in both
CTC and OTC plasma concentrations. In-feed dosages of both CTC and OTC
differ between more-diurnal pigs and less-diurnal pigs when a targeted plasma
drug concentration is required (Table 5). Because 40-kg (88-1b) pigs consume
about 70% of their daily meals during the daytime (Labroue et al., 1995), the
model should predict that the drug accumulated in the body during the day and
was eliminated during the night. The model did predict that drug plasma
concentrations were lowest by the beginning of the diurnal period

(approximately 7:00 a.m.), and highest at its end (7:00 p.m.) (Figure 4).

PIG NUMBERS IN PEN

The number of pigs in the pen (holding pen density constant) did not prove to

be a significant factor in determining plasma drug concentration over time (data

not shown).
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Table 5. Dosages of CTC and OTC (in mg/kg bodyweight) to be given in feed
to provide selected targeted plasma concentrations for 20 hours per day in pigs

weighing 40 kg with a daily feed intake equivalent to 4% of their body weight,

and distinct diurnal feeding behaviors.

Drug type CTC OTC
% of meals eaten during the day ~ 65% 85% 65%  85%
Targeted plasma Dose required
concentration (ug/mL) (mg/kg bodyweight)

0.10 5 11 11 21

0.25 15 21 32 42

- 0.50 33 38 67 77

0.75 50 55 103 112

1.00 67 73 138 148

5.1.5.3. Model validation

In general, our model generated predictions that were consistent with the
literature (Figures 7--8). The model for OTC was in slightly better agreement
with reported plasma concentrations (Figure 8) than was the model for CTC

(Figure 7).

5.1.5.4. Summarizing equation

The simulations were used to devise an equation where the drug dosage to be
given to pigs is calculated by the antibiotic concentration in plasma, the daily

feed intake of pigs, as well as their feeding behavior, in the nonlinear equation:
Dere = 69XTPL - 35xe PFIR + 18xe PPMY (Equation 5)

Dorc = 141XTPL - 62xe TR + 32xe PPMR (Equation 6)

Where:
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e Dcrc and Dorc are the dosage concentrations of OTC and CTC (in mg

per kg bodyweight) to be administered in feed to pigs achieve the

targeted plasma concentration TPL (in pg per mL),

e DFIR is daily feed intake of pigs, which is represented as a BW ratio

(i.e., if the amount of feed ingested daily is equivalent to 4% of BW,

then a value of 0.04 is given to DFIR), and

e DDMR is the ratio of daily meals eaten during the day by the pigs (i.e.,
if pigs eat nine of their 12 daily meals during the day, then DDMR has

a value of 0.75).

Figure 7. Plasma conc

used for the validation

CI), and agreement between them.

1% author

Asanuma

Reichert

Andrews

Andrews

Andrews

Reichert

Study Vehicle Wt Dose

#

2a
_3a
3b
3c

2b

Feed

Feed

Feed

Feed

Feed

Water

13

14

15

15

15

14

400
ppm

300
ppm

440
ppm

220
ppm

110
ppm

200
mg/L

Mean+95%CI (ug/mL)

[ observed

2a

3b -

3¢

2b

W predicted

IZJ';JEF’

-

L e e o e

n

0,01

o 3
s
-

entrations of CTC (mean + 95% CI) reported in the articles
procedure, predicted blood concentrations (mean = 95%

Agree-
ment

Yes

Yes

Yes

Yes

Yes

Yes




Figure 8. Plasma concentrations of OTC (mean £ 95% CI) reported in the
articles used for the validation procedure; predicted blood concentrations (mean
+ 95% CI), and agreement between them.
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5.1.6. Discussion

5.1.6.1. Model validation

The plasma concentrations of OTC and CTC predicted by our models were in
close agreement with those reported by Asanuma, et al. (Asanuma et al., 1984),
Mevius, et al. (Mevius et al., 1986), and Hunneman, et al. (Hunneman et al.,
1994), strongly indicating that our model is valid. Moreover, the models made
surprisingly accurate predictions for CTC and OTC plasma concentrations
given by the 7-day use of medicated drinking water (Reichert, 1988). However,
the latter findings are not adequate to support the application of the models to

administration of medicated water.

As expected, these models were not able to predict plasmé concentrations of
OTC in fasted piglets dosed with a medicated drench (Black and Gentry, 1984;
Mevius et al., 1986). Plasma OTC concentrations found with medicated drench
administration to fasted (Black and Gentry, 1984; Mevius ef al., 1986) or fed
(Black and Gentry, 1984) pigs were considerably higher than both
concentrations predicted with the equations and those from their experiments
using medicated feeds (Hall ez al., 1989; Hunneman et al., 1994). Intestinal
absorption of OTC is reduced by the presence of food (Gibaldi, 1991a).

Our model for CTC was also in close agreement to observations reported by
Andrews, et al. (Andrews et al., 1988) in pigs that were challenged with
Pasteurella multocida and then received CTC-medicated feed. This agreement

is somewhat surprising, because the disease challenge is known to modify drug

disposition in animals (Pijpers et al., 1991a).

The effect of OTC and CTC dosage on consumption of medicated feed by pigs
has not been considered in the models. We do not know whether higher in-feed
dosages of CTC or OTC would significantly change the palatability of
medicated feeds offered to pigs, but Pijpers, et al. (Pijpers ef al., 1991b),
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reported that pigs offered feed with 2400 ppm of OTC showed similar appetites
to those of pigs fed with a much lower dosage of OTC-medicated feeds. Also,
the rate of feed intake of 10-kg pigs offered a diet fortified with 3600 ppm of
CTC was identical to that of a drug-free diet (del Castillo, 1997 — unpublished

observations).

The diurnal pattern of drug plasma concentrations that our model predicted is
consistent with the observation of fluctuations in tetracycline plasma
concentrations in pigs offered medicated drinking water for ad libitum

consumption (Luthman et al., 1989).

Labroue, et al. (Labroue et al., 1995), and Nielsen, et al. (Nielsen and
Lawrence, 1993) used an electronic monitoring device placed on each
individual pig that allowed them to monitor feeding frequency and individual
feed intake in a nonintrusive way. In their studies, then, normal feeding
behaviors were not altered by human interaction. Unfortunately, in the studies
used for model validation (Asanuma et al., 1984; Black and Gentry, 1984,
Mevius et al., 1986; Reichert, 1988; Andrews et al., 1988; Hall et al., 1989,
Hunneman ef al., 1994), feed intake of pigs was monitored by a stocksperson
who entered the facility. This intrusive method of monitoring pig intake and
plasma concentration is a potential confounder of pig feeding behavior. Factors
related to feed characteristics (i.e., citric acid supplementation, calcium content,
etc.) and pig feeding behaviors (i.e., diurnal feeding patterns, intrusive
management) might be responsible for the differences between CTC and OTC
plasma concentrations that were predicted by the models and those reported in

some papers (Reichert, 1988; Hall et al., 1989) used for the validation

procedure.

5.1.6.2. Pharmacokinetics

The pharmacokinetics of both CTC and OTC are linear. The time-evolution

concentration parameters are thus assumed to remain constant throughout a
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wide range of in-feed dosages. The superposition method we used is valid and
the drug plasma concentrations it predicts are directly related to the
administered dosage, which is consistent with reports in literature (Kilroy et al.,
1990; Pijpers et al., 1991b). The better agreement between our model and the
OTC literature than for the CTC literature may be due to the greater variation
in bioavailability of CTC. The Mantel-Haenszel estimate of F for CTC may
appear conservative, however, because two independent studies reported mean

values near 17%. Large variance is associated with these F values.

Plasma concentrations are not necessarily equivalent to concentrations of drug
in target tissue. Diffusion of antimicrobials to extra-vascular fluids is restricted
to free molecules, whereas molecules transiently bound to proteins remain in
plasma (Craig and Suh, 1978) (Figure 9). Plasma-protein binding rate is
negatively related to drug distribution to lung and other tissues in a nonlinear
way; only drugs possessing plasma protein binding rates over 85%-90% have
significantly reduced free drug-plasma concentrations (Craig and Suh, 1978).
On the other hand, the rate of protein binding of tetracyclines is positively

Figure 9. Illustration of binding of drug molecules to plasma and extravascular
albumin at a given instant, and diffusion across endothelium in a small blood
vessel.
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correlated to lipid solubility (Craig and Suh, 1978), which enhances tissue
penetration. Consequently, the clinical significance of this balance between
protein binding and lipid solubility is difficult to assess. As 20%--25% of less
lipid-soluble OTC and 50%--70% of more lipid-soluble CTC are bound to
plasma proteins (Reichert, 1988), similar free drug concentrations should be
found With identical plasma concentrations (Scheife, 1989), and free CTC
tissue penetration might be greater than that of OTC. Lung CTC and OTC
concentrations reported by Asanuma, et al. (Asanuma et al., 1984), were higher
than plasma concentrations and the mean of tissue:plasma concentration ratios
of CTC is about 30% greater than that of OTC. Nonetheless, these findings are
affected by last-meal-to-slaughter intervals, which were not specified.
Concentrations of CTC in lung reported by Andrews, et al. (Andrews et al.,
1988), were also greater than plasma concentrations, but data represented in
this article was from P. multocida-challenged pigs, and distribution kinetics
could also be affected by this situation. The clinical significance of the
comparison of CTC and OTC plasma and lung pharmacokinetic profiles at a
given time is difficult to assess, because both functions are nonlinear and have
different parameter values. In this case, however, it is less important than
bioavailability; the dosage to be administered to pigs to obtain a given
concentration of OTC in plasma is twice that of CTC (Figure 4). The greater
lipid solubility of CTC is also likely to enhance diffusion to the site of

infection.

5.1.6.3. Pharmacodynamics and antibiotic
sensitivity testing

Tetracyclines achieve full antimicrobial activity when supraMIC concentrations
are reached at the site of potential infection: the prevalence of signs and lesions
in pigs experimentally infected with pathogenic Actinobacillus
pleuropneumoniae decreased as the steady-state OTC plasma concentrations

approached the MIC (Hunneman ef al., 1994). Andrews et al. (1988),
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performed a similar study with P. multocida, but the assessment of a

prophylactic effect of subMIC concentrations of CTC was not included.

It is important, then, that the MICs of CTC and OTC serve as the basis for the
design of strategies that ensure optimal prophylactic efficacy. Although this
information is reported for several swine respiratory pathogens, only
semi-quantitative information (sensitive, intermediate, or resistant) is'typically
given to veterinary practitioners. For human bacteria other than Neisseria spp.,
and Haemophilus spp., the sensitivity breakpoint of tetracycline is equivalent to
an MIC of 8.0 mg per mL (National Committee for Clinical Laboratory
Standards, 1990). Hence, strains with MIC <4 pg per mL are sensitive, and
strains with MIC > 32 pg per mL are resistant. Many veterinary diagnostic
laboratories use this breakpoint for veterinary pathogens. In the case of 4.
pleuropneumoniae, some veterinary laboratories (Messier et al., 1993) use the
breakpoint for human Haemophilus spp. (National Committee for Clinical
Laboratory Standards, 1990), which is equivalent to 4 pg per mL. Strains with
MIC < 2 ug per mL are susceptible, while strains with MIC > 8 ug per mL are
resistant to tetracycline. Drug concentrations equivalent to these two
breakpoints are easily exceeded with parenterally administered OTC, but rarely
achieved with medicated feeds. The use of this breakpoint in diagnostic
laboratories, consequently, creates misleading information for swine

practitioners (Elsener et al., 1998).

Many papers report the MICs of CTC and OTC for Actinobacillus
pleuropneumoniae (Pijpers et al., 1989; Hannan et al., 1989; Kuwano and
Takei, 1992; Flaus and Tan, 1994; Kim and Jung, 1994), Bordetella
bronchiseptica (Pijpers et al., 1989; Hannan ef al., 1989), Haemophilus
parasuis (Hannan et al., 1989; Barigazzi et al., 1994), Mycoplasma
hyopneumoniae (Y amamoto and Koshimizu, 1984; Hannan et al., 1989; Ter
Laak et al., 1991; Kuwano and Takei, 1992; Cooper ef al., 1993), and P.
multocida (Pijpers et al., 1989; Hannan ef al., 1989; Kuwano and Takei, 1992;
Flaus and Tan, 1994). This list is restricted to articles that report the sample
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distribution of MICs. Differences noted among these reports may be associated

with geographic variations, but may also be due to the MIC determination

technique chosen (Ter Laak et al., 1991).

The 90th percentile of the MIC distribution (MIC o0 ) is often considered as a
target to reach. The use of suéh a parameter by itself is unfair, since it is often
derived from bacterial isolates whose collection is based on taxonomy, with
little consideration of their pathological and epidemiological importance as a
cause of respiratory disease. Nonvirulent strains, or virulent ones that are
seldom implicated with disease in the field, could be added to the test sample.
This could lead to the inclusion of several subgroups of strains with different
concentrations of both antimicrobial susceptibility and clinical interest. The
MIC oo can thus be biased by strains possessing extreme MIC values but that
are epidemiologically irrelevant, while much lower concentrations could inhibit

a majority of more prevalent pathogenic strains (del Castillo, 1995).

Precise evaluation of MIC sample distribution is necessary to discriminate
between more- or less-sensitive subgroups of bacterial isolates and identify
outlying values. The geometric dilution procedures that are used to determine
MICs produce an increasing error to the right side of sample distributions,
where the MIC o is always located. Therefore, the bias created by outliers is
exacerbated by the dramatic imprecision associated with its value (Turnidge,

1990; del Castillo, 1995; Elsener et al., 1998).

Another source of bias is when practitioners submit samples for bacteriological
analysis to diagnostic laboratories only in cases of metaphylactic failure. The
proportion of unusually resistant strains in the bacterial collection eventually
increases, and inference of the MIC g9 to the population of field strains will no
Jonger be valid. The MIC target should be representative of field strains
commonly implicated in disease outbreaks. Veterinary practitioners should

routinely send animals or tissue specimens to diagnostic laboratories to
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maintain the relevance of the MIC target. Additionally, developing techniques

to predict in vivo MIC would be of major clinical interest.

It is critically important to consider the type of activity provided by thé
antimicrobial to obtain effective metaphylaxis. So far, tetracyclines have been
observed to exert a time-dependent bactericidal activity (Keck and Bormne,
1995). In addition, sub-MIC concentrations of drug could reduce the growth
rate of exposed bacteria, but without any decrease in bacterial populétion being

induced. Nevertheless, this effect could help the immune system in controlling

infectious pressure.

The post-antibiotic effect (PAE) of tetracyclines has only been studied on
human enterobacteria, but the extrapolation to other Gram-negative rods, such
as swine respiratory pathogens, seems to be acceptable (Zhanel et al., 1991).
Escherichia coli cultures exposed for 1 hour to supra-MIC concentrations of
tetracycline did not show any noticeable in vitro growth for over 3 hours after
drug had been washed off (Gerber and Craig, 1982). This PAE has been
reported with other protein synthesis inhibitors for E. coli and other
Gram-negative bacilli as well (MacKenzie and Gould, 1993). Theoretically, if
in-feed medication regimens can deliver supra-MIC concentrations of CTC and
OTC to the site of infection for some period of time, their effect would be
maintained for at least 3 hours even after an instantaneous and complete
elimination (Gerber and Craig, 1982). This instant elimination does not exist in
animals; CTC and OTC elimination half-lives are > 4 hours in pigs (Table 4).
Sub-MIC concentrations of drug are thus found for several hours before
complete elimination, which may increase the length of PAE effect
(MacKenzie and Gould, 1993). However, the length of in vivo PAE effect
caused by CTC and OTC is not yet known. Consideration of PAE is thought to
be of major importance for the design of more effective treatment strategies.
For example, schedules that give transient sub-MIC plasma concentrations of
drug could be tolerated for antimicrobials possessing a PAE (Spivey, 1992).

The computerized iterative procedure we used in our study took into
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consideration a 4-hour-long postantibiotic phase, which allowed short-term

sub-MIC plasma concentrations of CTC and OTC.

Post-antibiotic leukocyte enhancement effect (PALE) has not been taken into
account in our model (Zhanel et al., 1991). After exposure to antibiotics,
enhanced phagocytosis and intracellular killing of bacteria is noted during the
antibiotic-free phase. Modifications in the bacterial cell surface caused by the
drug may cause this phenomenon (MacKenzie and Gould, 1993). The in vivo
extent of PALE, which has been noted in vitro, is unknown but likely plays a
major role in the outcome of metaphylaxis with antimicrobials. The addition of
subMIC concentrations of some antibiotics has also been reported to induce a
PALE effect (Spivey, 1992). The PALE effect of the tetracyclines has not been
studied to our knowledge, but is likely to exist as suggested by the sometimes

successful results of metaphylaxis with low drug in-feed dosage concentrations.

Our observation that the number of pigs in the pen didn't affect plasma
concentrations of OTC and CTC could be predicted by Nielsen's observation
that pigs housed in larger groups (with pen density kept constant) ate less
frequently, but ate more at each meal (Nielsen and Lawrence, 1993). Thus, the
frequency of feeding would have an effect on dosage and dosage interval, but
not an overall effect on drug concentrations in plasma. In our simulations, we
kept pen density constant and altered only the number of pigs in the pen. Our
result therefore cannot be safely generalized to situations in which pig density

has been increased beyond standard commercial guidelines.

5.1.7. Implications

e In-feed dosage concentrations currently used are related neither to
targeted pathogens nor to populations at risk, and often provide much
lower antibiotic concentrations to pigs than the MIC alone indicates.

~ Consequently, the outcome of metaphylaxis is somewhat unpredictable.
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Effective metaphylaxis in the whole pig herd should be achieved by
using the drug MIC for the targeted pathogen. This information allows

- practitioners to customize therapeutic strategies to what is really

needed. Diagnostic laboratories could provide a restricted MIC estimate
by the use of linear series of dilutions (Table 5) or at least use
sensitivity breakpoints that could be obtained with oral administration

of realistic antibiotic dosages.

The computerized iteration procedure used in this study was the first
multiple-dosage pharmacokinetic model of in-feed tetracyclines that

took into effect actual ad libitum feeding behavior of pigs.

The outcome of metaphylaxis could be affected by age, daily feed
intake, day/night variations in feeding behavior, and pen density, all of
which may produce variations in plasma drug concentrations.
Improving our knowledge of these sources of variation might be helpful
in the design of better medication strategies. The equations proposed

here can be helpful in designing metaphylactic strategies by accounting

" for some of these factors.

CTC plasma and lung concentrations obtained in our models with ad
libitum intake of medicated feed were at least twice that achieved with
OTC. The pharmacokinetic response for CTC and OTC has been
observed in a number of studies to differ significantly. Therefore, it is
likely that there can be an economic benefit to the proper antibiotic
choice when designing a metaphylactic stratégy in intensive swine

production.
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5.1.9. Putting it‘into practice...

It is easy to calculate daily CTC and OTC feed dosages for metaphylaxis of
swine respiratory diseases. Practitioners can predict plasma drug concentrations
in pigs offered medicated feeds, according to daily feed intake and nycthemeral ‘
feeding behavior, and correlate this and the MIC for targeted bacteria to reduce
the incidence or severity of clinical disease. These equations might be of

special interest to practitioners in countries where antibiotic prescription is left

to the practitioner's judgement.

Given the importance of the diurnal feeding behavior we observed in this study,

we propose the following equations to calculate in-feed dosages of CTC and

OTC dosages, from nursery to finishing phases:

o "Dere = 69xTPL - 35x ¢ PP + 18xe DDMR (Equation 5)
e Dorc = 141xTPL - 62%¢ "F® + 32x¢ PPM¥ (Equation 6)
Where:

e Dcrc and D orc are the dosage concentrations of OTC and CTC (in mg
per kg BW) to be administered in feed to pigs in order to achieve the
targeted plasma concentration TPL (in pg per mL).

e DFIR is daily feed intake of pigs, which is represented as a BW ratio
(i.e., if the amount of feed daily ingested is equivalent to 4% of BW,
then a value of 0.04 is given to DFIR).
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e DDMR is the ratio of daily meals eaten during the day by the pigs (i.e.,
if pigs eat nine of their 12 daily meals during the day, then DDMR has

a value of 0.75).

As shown by the equation coefficients, the CTC dosage level needed to achieve
a given plasma target concentration is almost 50% of the OTC level. On the
other hand, coefficients of DFIR and DDMR in the equation to determine CTC
dosage concentrations are 55% of those in the equation for OTC. This

difference in the ratio of coefficients is associated with the higher clearance of

CTC, as shown by k (Table 4).

5.1.9.1. Hypothetical example

You find pathogenic Pasteurella multocida is increasing the severity of
respiratory signs caused by porcine reproductive and respiratory syndrome
virus (PRRSV) in the growing section of a finisher operation. Affected pigs are
40 kg when they start to show clinical signs. Daily feed intake is 4.5%. You
expect pigs at this weight to eat 67.5% of their daily meals during daytime
(Table 1). The MIC of both CTC and OTC for the targeted bacterium is 0.25

pg per mL.

You would solve Equation 6 to determine the in-feed dosage for OTC:

Dorc = 141x0.25 pg/mL - 62xe %% +32xe 0675
Dorc = 35.25 - 64.85 + 62.85

Dorc = 33.25 mg/kg BW/day

And the required feed dosage for this hypothetical situation will thus be:

Dore (feed) = 33.25 + 0.045

Dorc (feed) = 739 ppm
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In the United States, this dosage exceeds the approved prescription dosage and

is therefore not legal. You would then consider the alternative use of CTC,

using Equation 5:

Dcrc = 69%0.25 pg/mL - 35%¢ 0045 4 18xe 067

Dcrc=17.25 - 36.61 +35.35

Decre= 15.99 mg/kg BW/day

And the required in-feed dosage for this hypothetical situation will thus be:

Dcre (feed) =15.99 <+ 0.045

Dcre (feed) = 355 ppm
This prescription dosage is legal in the United States.

The approximate dosages of OTC and CTC needed to achieve some specific

concentrations in plasma are listed in Table 5.

5.1.10. Glossary

ABSORPTION: The process by which unchanged drug proceeds from the site
of administration to the site of measurement within the body (e.g., blood).
Some of the drug may remain in the administration site (i.e., adsorbed by
feed particles; or in insoluble salts when injected intramuscularly or
subcutaneously) or may be metabolized during transit between the
administration site and the measurement site (i.¢., destroyed by the liver or
other tissues that possess the appropriate enzymes). Drug absorption is
described with two pharmacokinetic parameters: BIOAVAILABILITY
and ABSORPTION RATE CONSTANT.
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ABSORPTION RATE CONSTANT: The rate at which the drug is
transferred from the administration site to the site of measurement. In other
words, it is the proportion of the dose that proceeds to blood per unit of
time. That is, ks =0.75 h! means that 75% of the dose remaining in the

administration site is absorbed per hour of time.

BIOAVAILABILITY: The rate and extent of drug absorption. In other words,
it is the fraction of the dose that will reach the site of measurement after
extravascular administration, compared to a standard route. When the
standard route is an intravascular administration, the result is called
ABSOLUTE BIOAVAILABILITY. When the standard route is also
extravascular, the result is called RELATIVE BIOAVAILABILITY.

BIOEQUIVALENCE: When two different formulations of the same product
possess equal pharmacokinetic properties, so they can be used
interchangeably. Tetracyclines are erroneously considered to be
“bioequivalent,” and many practitioners switch from one to another

according to economic criteria.

CLEARANCE: The loss of drug by the blood when passing across an organ of
elimination. It is also defined as the volume of a body fluid (e.g., plasma)

that is totally purified of drug molecules per unit of time.

DISTRIBUTION: The process of reversible transfer of a drug to and from the
measurement site. Once in blood, the drug proceeds to tissues SO an
equilibrium between blood and tissues is achieved. Distribution is affected
by the blood supply to the tissue, the ability of the drug to cross tissue
membranes, binding of the drug within blood and tissues, and partitioning
into fat. DISTRIBUTION VOLUME is a pharmacokinetic parameter
describing the distribution of drug within the body.
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ELIMINATION: The irreversible loss of drug from the site of measurement.
Some drugs will be metabolized when passing through the liver or some
other tissue that has the required set of enzymes. Others will be directly
eliminated when passing through the kidney or other excretion tissues.
CLEARANCE, ELIMINATION RATE CONSTANT, and
ELIMINATION HALF-LIFE are pharmacokinetic parameters describing

the elimination of drugs.

ELIMINATION RATE CONSTANT: The rate at which a drug disappears
from the site of measurement. In other words, it is the proportion of the
dose that proceeds outside the blood per unit of time (e.g., k=0.13 h! means

that 13% of the dose remaining in the site of measurement is eliminated per

hour of time).

ELIMINATION HALF-LIFE: The amount of time required to eliminate half

of the amount of drug remaining in the body.

EXCRETION: The irreversible loss of chemically unchanged drug (through

target or nontarget tissues. This is one type of elimination.

KINETICS OF BACTERICIDAL ACTIVITY: Drugs are historically
divided into bactericidals and bacteriostatics. This classification does not
take into account the effect of drug concentration over time. When studying
the effect of antibiotics on bacteria over time, it is apparent that drugs
behave in two different ways that are not reflected by the old classificatory
system. With drugs possessing concentration-dependent bactericidal
acﬁvity (Figure 2), the number of bacterial cells that die is direct function
of how much the drug concentration exceeds the MIC (e.g., the more drug
you add, the more cells die and the faster they die). Fluoroquinolones and
some aminoglycosides, as well as metronidazole with anaerobic bacteria,
show this type of bactericidal activity. With drugs possessing

time-dependent bactericidal activity, the number of cells that die reaches a
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maximum (e.g., no further addition of drug will increase bacterial death or
death rate). Cephalosporins, macrolides, and other bacteriostatic protein
inhibitors show this type of activity. Many antibiotics exhibit either types
of bactericidal activity, depending on the Gram type of the test bacteria
(e.g., concentration-dependent with Gram-positive organisms and

time-dependent with Gram-negative organisms).

LINEAR PHARMACOKINETICS: When pharmacokinetic properties ofa
drug remain constant throughout a wide range of dosages. Concentrations
at the site of measurement are always directly related to dose, both for

single and multiple doses.

METABOLISM: The conversion of one chemical species to another.
Metabolism may have an effect on the biological activity of a drug (i.e.,
metabolism can decrease, increase, or have no effect on the activity of
drugs). There are minor reactions (known as Phase I metabolism) and
major reactions (Phase II metabolism) that increase the ability of the body
to eliminate the dmg.j Enzymes such as the cytochrome P450 isoenzymes

are responsible for the metabolism of drugs.

PHARMACOKINETICS: the study of the evolution of drug absorption and
disposition by the living body over time and the use of mathematics to
describe and predict the whole process. Drug disposition is characterized by
two events that occur simultaneously: DISTRIBUTION through the body
and ELIMINATION by means of METABOLISM or EXCRETION.

PHARMACODYNAMICS: The study of the relationship between drug
concentrations at the site of action and drug effects, factors influencing this

relationship, and the use of mathematics for the description of the process.

iNB. : Lors de réactions métaboliques de phase I, le substrat subit petites modifications (« minor
reactions »), telles que I’hydroxylation ou la déméthylation. Ceci n’implique pas que ces réactions
soient d’intérét secondaire (« minor importance ») dans le devenir du médicament.
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Models that can both describe the observations and offer some insight into
the underlying biological process are usually preferred. Determining the
POST-ANTIBIOTIC EFFECT, the POST-ANTIBIOTIC
LEUKOCYTE ENHANCEMENT EFFECT, and the KINETICS OF
BACTERICIDAL ACTIVITY are different ways to study the
pharmacodynamics of antimicrobial drugs. The minimum inhibitory
concentration, the miniinum bactericidal concentration, and antimicrobial
sensitivity testing do not provide any information on the time course of
antimicrobial activity or the persistent effects of antimicrobial agents, and

thus are not considered to be pharmacodynamic parameters.

POST-ANTIBIOTIC EFFECT: The persistent suppression of bacterial
growth after exposure to an antimicrobial. It can be conceived of as the
time it takes for an organism to recover from the effects of exposure to an
antimicrobial. The post-antibiotic effect has been observed both under in
vitro and in vivo conditions. The span of the post-antibiotic effect is
affected both by the concentration and the duration of exposure of bacteria
to drug. SubMIC concentrations of antibiotics are known to slow growth,
produce morphological changes, and prolong the duration of the in vivo

post-antibiotic effect produced by supraMIC concentrations.

POST-ANTIBIOTIC LEUKOCYTE ENHANCEMENT EFFECT: The
increase in susceptibilty of bacteria in the post-antibiotic phase to
phagocytosis or intracellular killing by leukocytes. The inhibition of
bacterial repair mechanisms or antiphagocytic substance production by

antibiotics is thought to be the cause of this phenomenon.

PRINCIPLE OF SUPERPOSITION: For drugs that possess linear
pharmacokinetics, all kinetic profiles corrected for the administered dose
can always be superimposed---i.e., added to the concentration of the drug
already available in plasma at the time of the next administration. When

kinetic profiles fail to superimpose, the drug possesses nonlinear
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pharmacokinetics for either dose (e.g., saturation of transport across

membranes, protein binding, etc) or time (€.g-, induction/ inhibition of

metabolism).

VOLUME OF DISTRIBUTION: The apparent volume in which a drug
distributes in the body at equilibrium of drug between blood and tissue. It is
a direct measure of the extent of distribution, but it rarely corresponds to a

real volume (e.g., plasma; extracellular water; total body water).
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5.2.1. Abstract

Five week-old barrows were used in a dose-escalation study to assess and
compare the pharmacokinetics and clinical efficacies of feed-administered
chlortetracycline (CTC) and oxytetracycline (OTC). Medicated pigs (n=34 per
drug) received either drugs intravenously (5 mg/kg) and in feed (11, 22, 33or
44 mg/kg/meal; n>8 pigs/dose/drug). Non-compartmental pharmacokinetic
analysis was applied on data from i.v. and single in-feed dosages of these
drugs, and at steady state of a feed dosing regimen given at 12 h intervals. At
103 h of the dosing regimen, medicated pigs and drug-free pigs (n=36) were
inoculated with a serotype-1 A. pleuropneumoniae isolate (MIC=2 pg/mL for
both drugs). Significant differences (p<0.05) between CTC and OTC were
found for oral bioavailability, systemic clearance and steady-state volume of
distribution. The average plasma concentrations at steady state (Cavg) Of these

drugs increased linearly with dose. The severity and lesions of
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pleuropneumonia decreased nonlinearly as a function of Cayg, and reached
minimum values with concentrations approximately half the MIC. At identical
doses, plasma concentrations and prophylactic efficacy against
pleuropneumonia given by feed-administered CTC were significantly greater
than those of OTC. Therefore, these drugs should not be treated as clinical

equivalents for oral administration in pigs.

5.2.2. Keywords

Pharmacokinetics; Pharmacodynamics; Chlortetracycline; Oxytetracycline; In-

feed; Experimental infection; Actinobacillus pleuropneumoniae; Pigs;

5.2.3. Introduction

Antimicrobial chemotherapy is not a straightforward task because bacteria are
heterogeneous, genetically non-stationary targets, and because pharmacokinetic
behaviour of drugs markedly depends on the nature of tissues that potentially
harbour infection. The use of antimicrobials in animal populations brings an
additional level of complexity because of intrinsic inter-individual variability,
the use of feed and drinking water as vehicles for medication and the presence
of external factors that affect both pharmacokinetic and pharmacodynamic
responses of drugs. Due to the number of animals to treat in a patient
population and the limited pharmacy budget, veterinary practitioners working
with pigs, poultry or other industry—sized herds often chose older, less
expensive antimicrobials for disease control. In 1985, approximately 60% of
antibiotic usage in food animals in the United States of America was for pig
production (Prescott, 1997), and according to recent European data (FEDESA,
1998) tetracyclines are the most heavily prescribed drugs in animal health.

Resistance to the tetracyclines became widespread among human pathogenic
bacteria and the use of these drugs in human medicine was curtailed (Chopra et

al., 1992) before therapeutic regimens could be optimised with
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pharmacokinetic—pharmacodynamic (PK/PD) methods (Vogelman et al., 1988;
Thomas et al., 1998) Hence, prospective studies must be performed to better
document the concentration-response relationship of the older tetracyclines and
find dosing regimens that maximise the therapeutic effect in pigs and minimise
the risks of toxicity, drug residues in edible tissues and drug resistance
development (Apley et al., 1998). In population therapeutics, accurate
estimations of inter-individual variability in the dose-concentration and
concentration-effect relationships are mandatory to optimise the drug regimen:
the intended effect should be reached in as much animals at risk as possible.
Therefore, classic PK/PD protocols with intensive individual sampling and
measurement schedules are not appropriate because too few subjects are used,
and their results can not be safely generalised to a population scale. Increasing
sample size improves the accuracy in estimating the magnitude of inter-

individual PK/PD variability and sometimes allows to identify its sources.

In pig veterinary practice, chlortetracycline (CTC), oxytetracycline (OTC) and
tetracycline (TC) are generally considered to be equivalent with respect to
antimicrobial and therapeutic efficacies and thus are prescribed at identical
regimens for the same indications (Agriculture Canada, 1998). However,
significant differences in lipid solubility between these drugs are found in the
range of physiological pH (Colaizzi and Klink, 1969), and a meta-analysis of
peer-reviewed publications showed that their bioavailabilities, clearances and
distribution volumes after oral administration in pigs differ as well (del Castillo
et al., 1998). In the latter study, simulated plasma concentrations of CTC were
twice as high as those of OTC when identical in-feed dosages are administered,
which agrees with experimental data (N ielsen and Gyrd-Hansen, 1996). These
differences in plasma concentrations may significantly reflect on their

respective clinical efficacies.

As no formal PK/PD comparison between these drugs has been performed yet,
the aims of this study were (1) to assess and compare the pharmacokinetics and

bioavailabilities of CTC and OTC given in feed to a large sample of growing



107

pigs, and (2) to correlate their plasma concentrations at steady state with
clinical efficacy against Actinobacillus pleuropneumoniae serotype-1
experimental disease when using different in-feed doses in the range of current
pig veterinary practice. Focus will be placed on the inter- and intra-individual

variabilities in the PK and PD responses in each group.

5.2.4. Materials and methods

The eXperimental protocol was approved by the University's Ethics Committee,

and pigs were handled according to the directives of the Canadian Council on

Animal Care (Olfert, 1993).

5.2.4.1. Animals and housing

Mixed-breed barrows (n=104), weaned at 3 weeks of age, were purchased in
groups of 12 at the age of 4-5 weeks (approximately 9 kg body mass — BM)
from a herd apparently free of PRRS virus, Actinobacillus pleuropneumoniae
serotypes 1,2,3,5and 7, Mycoplasma hyopneumoniae, toxigenic Pasteurella
multocida, TGE virus, Brachyspira hyodysenteriae and Sarcoptes scabieii, as
determined by periodic clinical, serology and slaughter checks. After clinical
examination, pigs were randomly placed in individual cages in two disinfected
rooms with a capacity of holding 6 cages. From the day of entry (day 1) to day
4, pigs were allowed to acclimatize to the new environment and handling and
were trained to enter a transport box for daily weighing before morning meals.

On day 3, jugular catheters were placed surgically in all pigs.

5.2.4.2. Antibiotics and chemicals

Hydrochloride salts of CTC and OTC (Sigma Chemical Co.), with respective
purities of 79% and 100%, were used for i.v. administration. Commercial feed
premixes with potencies equivalent to 0.220 g of drug hydrochloride per g of

product were used for oral administration (CTC: Aureomycin® 100G.
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Hoffmann — La Roche Ltd.; OTC: Terramycin* 100. Pfizer Canada Inc.
Animal Health Group). Equivalences in antibiotic base were calculated for the
pharmacokinetic analysis. Reagent grade chemicals were used in the HPLC

determination of drug concentrations in plasma.

5.2.4.3. Medicated feeds

A batch of drug-free, standard corn-soy feed (VITA distribution 1988 Inc. St-
Valérien, QC, Canada) purchased the day of pig arrival was divided into 5
aliquots: one non-medicated, two to medicate with the CTC premix, and two to
medicate with the OTC premix. Equivalent concentrations of CTC
hydrochloride and OTC hydrochloride in feed were 550, 1100, 1650 or 2200
mg kg'. Two feed dosage levels of each drug were tested per block, following

a randomised sequence (Table 1).

Pigs had free access to water during the whole stay in the facilities, and were
fed at 8:00, 14:00 and 20:00 with amounts corresponding respectively to 2%,
1% and 2% of body mass, in agreement with guidelines (National Research

Council, 1988).

Table 1. Randomisation of medicated feeds across blocks.

Dose Block
Drug :
(mg/kg feed) 1 2 3 4 5 6 7 8 o¥
550 X X X X X
1100 X X X X
CTC
1650 X X X X X
2200 X X X X
550 X X X X X
1100 X X X X X
OTC
1650 X X X X X
2200 X X X X X

§ “add-on” group: CTC and OTC tested in both rooms.



109

5.2.4.4. Experimental procedures

In each block, pigs were randomly distributed among drug-free (n=36), CTC
and OTC groups (n=34 pigs/drug). One drug was tested per room, and drugs
alternated between rooms from one block to another (€.g. block 1: CTC in
room A and OTC in room B; block 2: vice-versa). In each room, drug-free pigs
were systematically placed between a pair of medicated pigs to allow an equal
amount of contact with each of them during the disease challenge. All pigs
received drug-free feed during the acclimatization period and on day 5. On day
5, immediately before the 8:00 meal, pigs in the medicated groups were
injected intravenously with approximately 5 mg kg! BM of CTC or OTC
products. Blood was sampled beforeandat0.5—1—-15-2-45-6-12and
24 h after dosage. On Day 6, immediately after the 24 h blood sampling, CTC
and OTC pigs were served one of the two medicated feeds to be tested (Table
1), providing 11, 22, 33 or 44 mg/kg BM of CTC or OTC hydrochlorides (n>8
pigs/dose/drug). Blood samples were takenat0.5-1-15-2-3-6~-9-12
and 24 h after the medicated meal was served and the other two meals were
drug-free. From Day-7 to the end of experiment, pigs in the CTC and OTC
groups were given the same medicated feeds at 8:00 and 20:00 (14:00 servings
were drug-free). Control pigs received drug-free feed at all times. On Day-10,
blood samples were taken in medicated pigs immediately before and at 1 -2 —

3 - 6 — 9 and 12 h after the 8:00 meal.

On Day-11, 7 h after the morning meal, all pigs were inoculated intra-nasally
with a serotype-1 4. pleuropneumoniae suspension (range: [1.50—5.28] x 108
colony forming units per pig). The minimum inhibitory concentration (MIC) of
the test bacterium was 2 pg/mL for both drugs. Pigs were examined at 20:00
and 8:00 (i.e. 5 and 17 h after inoculation): posture, demeanour, breathing (rate,
depth, movements and effort), feeding (behaviour, duration and intake), and the
occurrence of cough or vomiting were assessed at each monitoring time. Each

symptom was rated (Table 2) and a clinical score (SCORE) was developed
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with the sum of ratings recorded at each clinical examination. The maximum
possible SCORE for a surviving pig was 22, so dead pigs were attributed a
SCORE of 23.

Table 2. Rating chart of pleuropneumonia clinical signs.

Severity
Clinical sign moderate or
Absent present severe extreme

Dyspnea 0 1 2 3
Apathy 0 1 2 N/A
Feed refusal 0 0.75 1.5 N/A
Prostration 0 1 N/A N/A
Cough 0 1 N/A N/A
Vomiting 0 1 N/A N/A
Shallow breathing 0 0.5 N/A N/A

N/A: not applicable

Pigs that survived up to 22 h after inoculation received barbiturate euthanasia.
Lungs were examined at necropsy, and pleuropneumonia lesions (hemorrhagic
necrosis, oedema, fibrinous pleuritis, lung abscesses) were characterized and
measured on each pulmonary lobe. The proportion of lungs affected by
pleuropneumonia (EXTENT) was determined with standard methods (Straw et

al., 1986). Blood, normal lung and diseased lung samples were taken at

necropsy.

5.2.4.5. Blood sample handling and data
analysis

Blood samples taken with heparinized evacuated tubes were centrifuged for 15
min at 1500 g and 7°C immediately after collection, and harvested plasma was
kept at -70°C pending analysis. CTC and OTC concentrations in plasma were
measured with an HPLC-UV method. Briefly, 1 mL plasma samples were
supplemented with 1.5 pg of purified demethyl-chlortetracycline internal
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standard, followed by 100 pL of trifluoroacetic acid for precipitation of plasma
proteins, incubated for 20 min at 37°C, and centrifuged at 16000 g. Filtered
superﬁatants were injected in the HPLC apparatus. The lower limit of

quantification was 0.03 mg/L for both drugs. The technique successfully passed

the validation process.

Plasma concentration data was subject to standard two-stage pharmacokinetic
analysis. In the first stage, non-compartmental pharmacokinetic analysis was
applied on ihdividual sets of data (Yamaoka et al., 1978). The areas under the
zero- and first-moment curves (i.e. AUC and AUMC, respectively) were
calculated with WinNonlin (Pharsight Corp. Cary, U.S.A.) using the linear/log
trapezoidal rule (Purves, 1992). As measurable plasma concentrations of the
i.v. dose which were present at the time of the single in-feed dosage, the
corresponding portion of the AUC was subtracted from the AUC of the single
in-feed dosage for the calculation of bioavailability (F), clearance (CL), volume
of distribution (V) and mean residence time (MRT). The average plasma
concentration at steady state (Cavg) and all other kinetic parameters were

calculated with standard formulas (Anonymous, 1985).

In the second stage of analysis, descriptive and inferential statistic analysis was
performed on the collection of individual pharmacokinetic results. Analysis
was performed with SAS 6.12 (SAS Institute. Cary, U.S.A.), and significance
level was set to 0.05 for all tests. The natural logarithmic transformation was
applied on variables showing left-skewed asymmetrical distributions before
statistical analysis. The density of the lo gnormal distribution was used to derive

the mean and standard deviation of variables showing left-skewed distributions

(Mood et al., 1974).

Linear regression analysis was applied on AUC, Cpax and tmax of each drugto
assess the independence of their oral pharmacokinetics with respect to dose.
Appropriate weighting schemes were used in the regression to obtain

homoscedastic, randomly scattered residuals (Draper and Smith, 1998). If Ciax
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and AUC prove to increase linearly with dose, and tmax remains unchanged,
then plasma concentrations are normalized with the formula

Cp(normalized) = Cp x DOSEgq/ DOSE to compare the AUC, Cpax, and tyax of
CTC and OTC oral kinetic profiles (Rowland and Tozer, 1994). The DOSEgq
was set to 22 mg/kg for the single dose kinetic profile, and to 11 mg/kg for the
steady-state kinetic profile (i.e. 22 mg/kg/day). Student’s tests (paired or two-
sample), Mann-Whitney or Wilkoxon signed-rank tests, least-squares linear
regression analysis or logistic regression analysis were used depending on the
nature of the pharmacokinetic parameter to be analysed and the identification
of covariates. The 2 test of homogeneity was used to compare the distributions
of ratings among treatment groups for each symptom used in the clinical score.
The effect of drug on SCORE and EXTENT was first assessed with a Kruskal-
Wallis test followed by the Dunn test for post-hoc multiple comparisons
(Daniel, 1990). Bivariate relationships among SCORE, EXTENT, and Ca,
were assessed with nonlinear regression analysis. As the SCORE-Cayg and
EXTENT-C,y, relationships could be described both with negative exponential
and inhibitory Hill models (Holford and Sheiner, 1981), final model selection
was made by evidencing breakpoints of the new variables

Y'; = rank™ x Y- 1k Y created after sorting each Y variable by ascendin
g

Cavg and by descending Ciye.

5.2.5. Results

No adverse effects related with drug administration were observed during the
whole duration of the study. Three pigs (one per treatment group) became ill,
probably because of catheter contamination, and were retired from the study.
Four pigs (two medicated with CTC and two with OTC) whose catheters lost
patency during the course of the study were kept for the 4. pleuropneumoniae
challenge. All other pigs had complete data sets. The estimates of CTC and
OTC pharmacokinetic parameters associated with the three sampling periods

are respectively presented in Tables 3 and 4.
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Table 3. Estimates (mean + standard deviation) of pharmacokinetic parameters
of CTC after intravenous and single in-feed administrations, and 72 h after the
onset of a multiple dose regimen q.12h (oral doses equivalent to 11,22,33 or
44 mg/kg BM of CTC-HCI per meal).

Pamme&r Unit Administration

Intravenous Feed (single) Feed (72 h)
Body mass kg 10.57£1.35 11.29+1.39 13.04+1.77
Dose (drug base)* mg/kg 3.84+0.47 - -
Meal duration* h - 0.62+0.24 0.50+0.15
F* % - 27.249.5 24.1+9.9
CL Lh'kg' 0.47+0.12 0.44+0.11 0.37+0.10
V2 . L kg’ 3.79£1.24 3.51£1.01 3.72£1.61
MRT h 8.32+2.38* 10.63£1.14 11.27+2.56%
Az h! 0.099+0.022 0.126+0.018 0.110+0.030

Accumulation* % - - 142420

* Bstimates derived from the density of log-normal distributions.

2 y/gs for intravenous administration, Vz for feed administration.

Table 4. Estimates (mean = standard deviation) of pharmacokinetic parameters
of OTC after intravenous and single in-feed administrations, and 72 h after the
onset of a multiple dose regimen q.12h (oral doses equivalent to 11, 22, 33 or
44 mg/kg BM of OTC-HCl per meal).

Parameter Unit Administration

Intravenous Feed (single) Feed (72 h)
Body mass kg 10.63£1.65 11.26£1.78 13.00£2.23
Dose (drug base)*  mgkg” 4.64+0.44 - -
Meal duration* h - 0.58+0.23 0.45£0.13
F* % - 5.06+1.95 5.05+2.18
CL* - Lh'kg’ 0.35+0.05 0.33+0.05 0.28+0.07
v*? L kg 2.5420.40 3.64+0.93 3.30+0.81
MRT h 7.32+0.63* 12.87+2.14 13.39+2.96*
Az b 0.1160.011 0.095+0.018 0.089+0.023
Accumulation % - - 158+23

* Estimates derived from the density of log-normal distributions.

2 v/ss for intravenous administration, Vz for feed administration
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5.2.5.1. Pharmacokinetics of i.v.
administered CTC and OTC

Medicated pigs were 10.6=1.5 kg on day 5. Measurable plasma concentrations
of these drugs were found for 24 h in all pigs but one, which received CTC.
The kinetic profile of OTC showed two distinct phases, with a rapid fall of
plasma concentration during the first 2 h after dosage and a slower decay
afterwards (Figure 1). The CTC kinetic profile was similarly shaped, but its

terminal elimination phase appeared to be more concave.

Estimates of CL and Vss of CTC and OTC significantly differed (p=0.0001 in
both cases): both were greatest for CTC. No significant difference was found
for their MRT, but the one for Az was significant (p=0.0001), which correspond
to half-lives of 7.4%1.9 h for CTC and 6.0+0.5 h for OTC (lognormal

distribution).

Figure 1. Average (= standard deviation) time course of chlortetracycline (round
symbols and continuous line) and oxytetracycline (diamond symbols and
discontinuous line) administered intravenously in pigs (left panel) and individual
kinetic profiles of each drug (right panels).
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5.2.5.2. pharmacokinetics of CTC and OTC
| single in-feed dosage

Medicated feeds were totally consumed in 3614 min (lognormal distribution),
irrespective of the type of drug and in-feed concentration. Drug concentrations

. in plasma were above the limit of quantification during 24 h in 33 of 34 pigs
receiving CTC, but in 21 of 34 pigs receiving OTC. The likelihood of finding a
measurable concentration 24 h after serving was significantly influenced by the
type of drug and in-feed concentration (p=0.0023 and p=0.0147, respectively).
As shown in Table 5, the AUC and Crax of both drugs increased linearly with

dose and tq remained constant (mode=6 h for both drugs). Inter-individual

variation in Cmax and AUC also increased with dose.

Figure 2 illustrates the time course of dose-normalised concentrations of each
drug in plasma. Their normalised Crax and AUC significantly differed
(p<0.0001 in both cases): those of CTC were respectively about 4.6 and 4.2

Figure 2. Average (£ standard deviation) time course of normalized plasma
concentrations of feed-administered chlortetracycline (round symbols and
continuous line) and oxytetracycline (diamond symbols and discontinuous line)
in pigs (LEFT PANEL) and individual kinetic profiles (RIGHT PANELS).
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times greater than those of OTC. These drugs also shown significant
differences in F (p<0.0001), CL (p=0.0001), Az (p<0.0001) and MRT
(p=0.0001). As opposed to the i.v. dosage, Az of feed-administered CTC was
steeper than that of OTC, which respectively correspond to half-lives of 5.6 h
and 7.6 h. Individual variation was large for most kinetic parameters: F ranged
between 12.7% and 44.5% for CTC and between 2.2% and 9.9% for OTC,
which result in coefficients of variation (CV) of 35% and 39%, respectively.

The CV of these drugs were respectively 26% and 15% for CL, and 33% and
25% for Vz.

Table 5. Effects (weighted linear regression coefficient + standard error) of
dose and meal duration on the area under the curve of plasma concentration
over time, peak plasma concentration and the time of peak plasma

concentration of feed-administered CTC and OTC in pigs.

D Parameter Dose (mg/kg) Duration (h)
osage its) Drug " : -
. (unt Coefficient Significance ~ Coefficient Significance
AUC CTC  0.478+0.068 0.0001 0.25+2.57 NS
-1
(hmgLl?) orc  0.096:0.018 0.0001 -0.85+0.76 NS
Single G,  CTC ~004420.07 0.0001 -0.15£0.27 NS
-1
dose  (mgL’) oTC 0.0070.001 0.0001 -0.07+0.04 NS
b CTC  -0.006+0.026 NS 0.88::0.98 NS
OTC  0.053%0.031 NS 2.74%132 0.0461
AUC CTC  0.470+0.079 0.0001 6.27£6.23 NS
-1
(hmgL?) oTCc  0.10120.023 0.0001 0.42+1.74 NS
Steady Com CTC  0.052+0.008 0.0001 0.67+0.67 NS
§ -
state’  (mgL")  orTC  0.011+0.003 0.0003 0.030.21 NS
e CTC  0.0070.022 NS 2.06£1.73 NS
tmax (
* OTC  0.008+0.018 NS 3.96+1.37 0.0074

“Null hypothesis: coefficient=0 (i.e. variable is independent of dose or meal
duration); NS: P>0.05.

§ Steady-state: AUC associated with the dosing interval (t = 12h).
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5.2.5.3. Pharmacokinetics of CTC and OTC in
feed at steady-state |

According to the lowest Az calculated from the kinetic profiles of the single in-
feed dose, more than 99% of steady state was reached theoretically at day 10
when blood sampling was performed (i.e. 72 h after the onset of the multiple |
dose regimen). At this time, pigs were 13.0+2.0 kg BM. Medicated meals were
totally consumed in 28+8 min. Measurable plasma concentrations of CTC and
OTC were found during the 12 h sampling period in the 60 pigs whose
catheters remained functional. Plasma concentrations of drug at 8:00 were
approximately 50% higher (lognormal distribution) than at 20:00 in all pigs, a
significant difference (p=0.0001). Peak plasma concentration occurred 2-4 h
after the beginning of the meal, and a terminal elimination phase was found in
the 6-12 h interval. The AUC and Cpax increased linearly with dose, and tmax
remained constant for both drugs (Table 5). The Cayg of both drugs increased
linearly with dose, and individual variation also increased as a function of

mass-adjusted dose (Figure 3). The following equations were obtained with

Figure 3. Observed and predicted average plasma concentrations of CTC and
OTC in pigs, 72 h after the onset of a multiple dose regimen q.12h providing
different daily doses of hydrochloride salts of drug.
301
% 2.5 9
SE :
T 015 , , 2 — 5 — pred. CTC
28 ° Q & obs. OTC
s 8 ®  -- pred. OTC
0.0 . . . . . .
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118

1/Dose weighted regression:

e CTC: Cavg =0.276 + 0.019*Dose

e OTC: Cavg = 0.124 + 0.004*Dose

Where Dose is the equivalent daily dosage of drug hydrochloride (mg/kg/day).
Dose-normalized Cayg were significantly different (p<0.0001): 3.7 times higher
for CTC than for OTC. The F and CL of CTC at steady state still significantly
differed from those of OTC (p<0.0001 and p=0.0001, respectively), but not

' their Vz. In addition, significant differences were found for their MRT and Az
(p=0.0044 and p=0.0031, respectively), and their their elimination half-lives
were respectively 6.8+1.9 h and 8.3+2.1 h. Hence, the dosing regimen at 12 h

intervals resulted for both drugs in about 42% and 58% accumulation with

respect to the first oral dose.

5.2.5.4. Bias in estimates of oral
pharmacokinetic parameters

Figure 4 illustrates the mean kinetic profiles of CTC and OTC as a function of
the route of administration. Linear regression through the origin showed that
estimates of disposition kinetic parameters of both drugs derived from the oral
experiment correlated to those derived from the i.v. adminjstration (Table 6),
but regression coefﬁcienté significantly differed from 1. Residual variance
could not be explained by dose. For both drugs, CL estimates associated with
the single in-feed dosage were lower than those of the i.v. administration. The
oral kinetic profile of OTC had a lower Az than that of the i.v. administration
and its Vz was higher than Vss. In contrast, Az and Vz associated with the
single in-feed dosage of CTC produced the opposite results with respect to the
i.v. administration. At steady state during the dosage regimen, the above-
described discrepancies between drugs disappeared, but coefficients of Vss and

Az of i.v. administered CTC did not significantly differed from 1 (Table 6). The
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F estimates of both drugs at steady state were lower than those associated with
the single in-feed dosage, but the difference was significant only for CTC
(p=0.02).

Table 6. Effect (linear regression coefficient + standard error) of feed
administration (single and steady state doses) on the estimates of clearance,
volume of distribution and terminal slope of CTC and OTC in pigs with respect

to i.v.-derived estimates (Note: regression through the origin).

. Single dose Steady-state
Drug Parameter Unit
Coefficient  Significance* - Coefficient Significance*

CL Lh'kg' 0.936+0.006 0.0001 0.806£0.007  0.0001
CTC V L kg™ 0.885+0.042 0.0106 0.949+0.063 NS
Az h! 1.228+0.049 0.0001 1.071£0.063 NS
CL Lh'kg! 0.944+0.006 0.0001 0.807£0.016 0.0001
OTC V Lkg! 1.416+0.054 0.0001 1.258+0.060  0.0001
Az h! 0.810+0.029 0.0001 0.764+0.035  0.0001

* Null hypothesis: coefficient=1 (i.e. oral estimate = i.v. estimate);
NS: P>0.05

Figure 4. Time course of plasma concentrations of CTC (left panel) and OTC
(right panel) after single i.v. and in-feed administrations, and at 72 h after the
onset of a multiple feed dosing regimen g.12h.
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5.2.5.5. Prophylactic efficacy as a function of
plasma concentration

Pigs were 13.5+2.2 kg BM at the time of challenge with 4. pleuropneumoniae,
103 h after the onset of the feed dosage regimen. Disease was clinically evident
at the time of first monitoring, and 15 pigs died within 22 h post-infection. ‘
Death rate was different across medicated groups (p=0.017): 3% in the CTC
group, and 21% in the OTC group.

The main symptoms of experimental pleuropneumonia were dyspnoea, apathy,
anorexia and vomiting (Table 7). Clinical signs ratings were significantly
different across the drug-free, CTC and OTC groups at one or both examination
times (p<0.05): pigs in the CTC group had significantly lower ratings than the

other two groups.

Hence, SCORE significantly differed among drug-free, CTC and OTC groups
(P<0.0001). Post-hoc comparison revealed that SCORE had lower values in
CTC pigs than in OTC and drug-free pigs, which had similar SCORE values.
EXTENT values were significantly different among treatment groups
(p<0.0001): those in CTC pigs were smaller than those in OTC and drug-free
pigs. In the two latter groups, EXTENT values were similar (Figure 5).

The relationship between SCORE and EXTENT was adequately described with
the Hill model (Table 8). Plots of the transformed SCORE and EXTENT versus
Cavg revealed two breakpoints, one at 0.25 mg/L and the other at 1.0 mg/L,
which is compatible with an inhibitory Hill model (Figure 6; Table 8). Highest
values and largest inter-individual variabilities in SCORE and EXTENT were
found at Cayg < 0.25 mg/L, and lowest values and smallest inter-individual
variabilities were found at C,yg > 1 mg/L. Between these two breakpoints,

disease severity and inter-individual variability in SCORE and EXTENT

declined as a function of Cayg.
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Table 7: Number of pigs per rating for the more relevant clinical parameters

monitored in pigs following the 4. pleuropneumoniae inoculation.

Symptom  Group

No. of pigs per rating

Rating, 5 h post-challenge

Rating, 17 h post-challenge

NS: P > 0.05 (i.e. no significant heterogeneity across groups).

S Ratings of FEED REFUSAL rounded to the next higher whole number

0 1 2 3 Significance 0 1 2 3 Significance
DFY 6 16 11 2 6 9 9 6
Dyspnea CTC 19 12 2 O 0.009 20 9 3 0 0.003
orc 11 11 8 3 7 12 4 4
DF 8§ 11 16 WA’ 5 8 17 A
 Apathy CIC 19 10 4 A 0002 25 4 3 NA 0001
OIC 8 7 18 HNaA 8 9 9 NA
DF 34 1 A NA 21 9 MA MA
Prostration CTC 32 1 MNA NA NS 32 0 MAa MA 0004
OTC 30 3 MN& WA 23 4 WA NA
DF 8§ 10 17 WA 4 6 20 NA
f:fi‘iaﬁ cTC 21 8 4 wa 0001 24 5 3 wa 0001
OTC 7 8 18 i 10 6 10 NA
DF 20 15 MA NA 22 8 WA MNA
Vomiting CTC 31 2 NA NA 0.001 30 2 MiA NA 0.037
OTC 18 15 MNiA NA 24 2 N NA
* DF: drug-free * N/A: not applicable.
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Figure 5. Distribution of the relative extent of pleuropneumonia (i.e. EXTENT)
among pigs receiving drug-free feed, or feeds supplemented with CTC or OTC.
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LEGEND: Box: interquartile range; horizontal bar: median; whiskers: 10th and
90th percentiles of the distribution; circles: pigs with EXTENT values outside

of the 10th — 90th percentile range.
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Table 8. Relationships between SCORE (range: 0—23), EXTENT (range: 0—

1) and the average plasma concentration of drug at steady state (Note: in the

models, & represents the residual error term).

Y variable Score Lesions Score
X variable Cave Cave Lesions
Y Y Y

Model Y=Ymax~(1————'&——}+8 Y =Ymax | 1-—&—— |+€ y=Tnasd €

Xsol +X7 Xs50' +X7 X50' +X°
Correlation

0.43 0.34 0.90
(Yobs:Ypred)
Parameter Estimate SEM® Estimate SEM Estimate SEM
Y max 10.85 1.04 0.302 0.042 23.0 3.4
Xso ' 0.862 0.210 0.806 0.319 0.213 0.070
¥ 242 1.28 1.86 1.27 1.14 0.24

"SEM: standard error of the estimate
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Figure 6. Effect of average CTC or OTC plasma concentrations on clinical score
and relative extent of lesions in pigs experimentally challenged with serotype-1
Actinobacillus pleuropneumoniae (MIC = 2 mg/L for both drugs)

Clinical score

Relative extent
of pleuropneumonia

(23=death)

0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5
Average Cp at steady state (mg/L)

SYMBOLS: dotted line = predicted (Table 8); diamonds = drug-free;
squares = OTC; circles = CTC.
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5.2.6. Discussion

This study aimed to document the dose-effect relationship of the first-
generatién tetracycline derivatives used in pig veterinary practice. The
compérative efficacy of this family of drugs has been controversial for many
years, both in veterinary and human therapeutics (Kunin and Finland, 1961).
To be clinically equivalent, their dose-effect relationships should be similarly
shaped and located, but this type of correlation in a population is typically
obscured by inter-individual variation in drug absorption, distribution and
elimination, as well as in the response to infection (Hashimoto and Sheiner,
1991). Therefore, in this study the pharmacokinetics of CTC and OTC was
determined in pigs to be infected with 4. pleuropneumoniae. The test bacterium
was equally susceptible to CTC and OTC, which otherwise would have been a
confounding factor. Hence, clinical efficacy is evaluated as a function of both
dose and plasma concentration, which allows to discriminate between

pharmacokinetic and pharmacodynamic sources of variability.

Experimental 4. pleuropneumoniae inoculation produces a known,
reproducible systemic disease which has been used to evaluate the efficacy of
antibiotic regimens in pigs (Moore ef al., 1996). Upon inoculation, 4.
pleuropneumoniae cells divide and intimately adhere on respiratory tract cells
by means of the LPS (Rioux ez al., 1999). Pore-forming Apx toxins released by
this pathogen (Frey et al., 1993) destroy pneumocytes, alveolar macrophages
and capillary endothelium, and induce an oxydative burst in macrophages and
neutrophils (Haesebrouck ef al., 1997). Moreover, injured lung cells release
cytokiﬁes TNF, IL-1pB and IL-8, which lead to polymorphonuclear leukocyte
infiltration and an exacerbation of the inflammatory response (Huang ef al.,
1999). Other virulence factors such as LPS, proteases, capsule and iron-
scavenging proteins contribute to the disease, but Apx I and Apx III toxins are

able by themselves to reproduce the overall clinical and pathological portrait of

pleuropneumonia (Kamp ef al., 1997).
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The prophylactic effect of the tetracyclines against experimental
pleuropneumonia may be associated with their antimicrobial and anti-
inflammatory activities. These drugs decrease the rate of division and increase
death rate in 4. pleuropneumoniae (Norcia et al., 1999), and may decrease the
rate of synthesis or the expression of its proteic virulence factors (Lorian 1996).
In addition, tetracyclines inhibit the activities of protein kinase C and matrix
metalloproteinases in phagocytes, which would lead to decreased cytokine
secretion and prevent an exaggerated inflammatory response (Golub et al.,
1991; Shapira et al., 1996). Bacteriostatic drugs apparently possess time-
dependent pharmacodynamics, for which the duration of bacterial exposure to
supra-MIC drug concentrations is said to be the best predictor of therapeutic
efficacy (AliAbadi and Lees, 2000). In this study, the regimen provided no
appreciable protection at Cavg lower than 0.25 mg/L, but further increases in
Cavg improved its mean prophylactic effect up to 1.0 mg/L of drug, where
saturation of effect occurred. As lung:plasma drug concentration ratio at the
time of necropsy is 1 for both drugs, maximum prophylactic effect was
achieved at a Cyy, that is half the MIC of the test bacterium (i.e. 2 pg/mL for
both drugs). Therefore, inhibition of bacterial growth is not the only factor
associated with clinical outcome, and concentration determines the effect. The
conceptual scheme of the Emax model does not invalidate the empiric
classification of concentration- and time-dependent antimicrobials (Mattie,
2000): effect saturates for both types of drugs at some finite concentration, but

transition from no effect to maximum effect is steeper for time-dependent ones.

The response to 4. pleuropneumoniae infection was quite variable among drug-
free pigs, which may reflect inter-individual differences in IL-1 and TNF
secretion (Huang ez al., 1999). Population variability in cytokine secretion may
also influence the prophylactic effect of the tested drugs: low Cayg may provide
adequate protection for some pigs but some others may respond to infection so
intensely that clinical signs can not be completely prevented even with high

Cavg- Nonetheless, the objective of prophylaxis is to provide adequate
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protection to the largest possible proportion of the population at risk with the
smallest dose. In this study, maximum prophylaxis was achieved only with

CTC at doses of at least 66 mg/kg BM per day, which consistently produced
Cavg greater than 1 mg/L.

leferences in Cayg between CTC and OTC are mainly the product of their
respective oral bioavailabilities: the F of CTC was 5 times greater than that of
OTC. This is compatible with what has been predicted with the meta-analysis,
and correlates with their respective pH partition behaviours. Our estimated
bioavailability for OTC was in the range of previous reports (Mevius ef al.,
1986; Wanner et al., 1990; Pijpers ef al., 1991; Kiing et al., 1994; Nielsen and
Gyrd-Hansen, 1996), but that of CTC was greater than in all previously
published studies (Kilroy ez al., 1990; Sutter and Wanner, 1990; Wanner et al.,
1991; Nielsen and Gyrd-Hansen, 1996) (Table 9). Blood sampling protocol is
unlikely to cause such discrepancy, as this would similarly affect the estimates
of both drugs. The method of determining drug concentrations and the choice
of the biological matrix may contribute to this difference. At room and
incubator temperature, CTC is unstable in biofluids and bacterial growth media
(Lepper, 1956), and degradation may be considerable when blood samples are
allowed to clot to harvest serum and when serum concentrations are determined
with a bioassay (Ray and Newton, 1991). When using HPLC methods, an
internal standard should be used to account for differences in recovery of the
tetracyclines and increase accuracy (Limpoka, 1979). In this study, blood
samples were immediately refrigerated, centrifuged and plasma concentrations
of drug were determined with a validated HPLC method where samples were |
supplemented with an internal standard. In fact, the only other study where

| samples were similarly processed produced the closest bioavailability estimate
to ours (Kilroy et al., 1990). On another point, small samples tend to give
biased estimates of the population mean when the probability density function
is asymmetrical: in the case of a lognormal distribution, values greater than the

true mean may be less prevalent when using small sampling sizes and be
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treated as outliers. Therefore, both the use of an appropriate sample size,
prompt sample processing and an accurate, robust HPLC method are necessary
to derive reliable bioavailability estimates with respect to current pig husbandry

and prescription practices.

Clearance of CTC was approximately 35% higher than that of OTC, which
would seem at variance with their partition behaviour because first-generation
tetracyclines are not metabolised (Aronson, 1980). However, for these drugs
the fraction excreted through the bile correlates with lipid solubility, and during
their transit within the body some proportion of CTC may convert into iso-
chlortetracycline (Stephens et al., 1954). The CL estimates derived from the
oral kinetic experiments were biased by absorption, but were highly correlated
with those of the i.v. administration. This result, the stability of tmax and the
linear increases of Crmax and AUC indicate that dose does not affect the ability

of the body to eliminate CTC or OTC.

With respect to the sum of stomach and small intestine blood flows in pigs
(Tranquilli et al., 1982), 1.v. administered CTC and OTC had low clearance
values. Therefore, the incomplete systemic absorption of these drugs when
administered in feed is unlikely to be the result of hepatic first-pass. Factors
affecting dissolution of the tetracyclines in the gastro-intestinal lJumen may be
associated with this problem: feed particles (Nielsen and Gyrd-Hansen, 1996),
dry matter content of the medicated feed (Sutter and Wanner, 1990; Kiing et
al., 1994), and divalent metallic cations (Weinberg, 1957, Wanner et al., 1990;
Wanner ef al., 1991) have been shown to affect bioavailability of the tested
drugs in pigs. Inter-individual variability in extracting and dissolving drug
molecules may also be associated with gastro-intestinal motility, pH and the
volume of digestive secretions (Rowland and Tozer, 1994). In addition, P-
glycoprotein has recently been recognised as an important barrier for oral
absorption of drugs (Benet et al., 1999). Tetracyclines share some structural
and physicochemical features of P-glycoprotein substrates, and human cell

lines have been reported to export tetracycline by means of P-glycoprotein
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(Kavallaris ef al., 1993). In humans, this efflux system is present in the

oesophagus, stomach, jejunum and colon, but no specific information is

available in pigs.

Table 9. Key pharmacokinetic parameters of CTC and OTC administered

intravenously and orally in pigs reported in peer-reviewed publications.

First

AUC/D CL Vss #pigs AUCD

Drug o uthor ?vp.igs v Uhke kg E®) po po. L0
Mercer 14 450 0222 081 018 0 ; i
Xia 3 383 0263 121 0185 0 : i
Mevius 3 406 0249 164 0049 3 015 37

OTC  Wanner 18 437 0229 109 019 6 NA* 3.7
Pijpers 6 s75 0173 113 0117 6 027 48
King 14 455 0228 113 0202 7 023 5.0
Nielsen 6 457 022 14 0132 6 013 2.8
Kiloy 5 366 027 113 0226 5 0.64 179
Sutter 18 255 039 142 025 6 046 176

cTC
Wanner 18 213 047 181 022 6 020 126
Nielsen 6 510 020 07 0144 6 028 6.1

* NA: not available.

The steady-state volumes of distribution of CTC and OTC were largely above 1

L kg, which suggest that these drugs diffuse widely across swine tissues.

Volume estimates derived from the oral dosages were biased, but still were

useful to confirm that they were independent of dose. The Vss estimate for

CTC was higher than the one for OTC, which agrees with their respective

partition behaviours. The distribution kinetics across organs and body fluids in

pigs has only been reported for OTC (Mercer ef al., 1978; Black and Gentry,

1984), but CTC is likely to have a similar distribution pattern. These drugs
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concentrate at a greater extent in kidney and liver, and lung concentrations
were slightly higher than in plasma/serum. In this study, the lung:plasma
concentration ratio was slightly above 1 for both drugs, but this result must be
taken with caution as disease significantly changes the pharmacokinetic

behaviour of the tetracyclines (Pijpers et al., 1990).

In the steady-state oral kinetic experiment, plasma concentrations of CTC and
OTC were significantly higher at 8:00 than at 20:00 in all pigs. This reveals the
existence of nycthemeral variations in the pharmacokinetic behaviour of the
tetracyclines. The rhythm of physiologic functions induce temporal variation
patterns both in the pharmacokinetic and pharmacodynamics of drugs
(Labrecque and Bélanger, 1991). In dogs, large amounts of tetracycline are
reabsorbed from the urinary bladder and gain access to the systemic circulation
through lymphatic vessels (Milroy et al., 1974; Wood and Leonard, 1983). In
these studies, urinary pH, tetracycline concentration in urine and retention time
of urine in the bladder significantly affected the extent of drug reabsorption, but
not the volume of urine in the bladder. Moreover, the elimination kinetics of
tetracycline in man varied with urination frequency (Wood and Leonard, 1983).
The normal pH of urine in pigs (i.e. 6.5), and their diurnal nature are likely
causes of the differences at the beginning and the end of dosing interval at
steady state. This may be beneficial to pigs, as body response to cytokines
(Pollmacher et al., 1996) and death rate (Hrushesky et al., 1994) increase
during the resting period. Circadian pharmacokinetic variations seem to be
greater for more lipophilic drugs than for highly water-soluble drugs
(Bruguerolle, 1998). This might explain the log-concavity of the i.v. kinetic
profile of CTC, and the discrepancy in the bias associated with Az and Vz

estimates after the single oral administrations of CTC and OTC.

5.2.7. Conclusions

This study showed that clinical efficacy of the tetracyclines is not independent

of their pharmacokinetic behaviour. At steady state, drug concentrations in




plasma are a surrogate marker of tissue concentrations and of the relative level
of protection against pathogenic bacteria. In veterinary practice,
pharmacokinetic parameters should be addressed for drug and dose selection.

For the drugs tested here, bioavailability was the most important factor in

therapeutic efficacy.

In microbial sensitivity testing, the in vitro growth of bacteria exposed to
antibiotics is used as a predictor of the in vivo outcome of therapeutic
regimens. While the size of the bacterial population at site of infection is an
important factor in disease, other parameters such as bacterial adherence, toxin
production, cytokine and phagocyte responses of animals, and drug toxicity are
important as well. This is evidenced in our study, where the prophylactic effect
of CTC saturated at plasma and lung concentrations half as high as the MIC.
Disease is a complex phenomenon, and PK/PD studies involving antibiotics
should not limit to the description of time course of bacterial populations when

inference on clinical efficacy is sought.

Underdosing never is judicious use of antibiotics. When the purpose is to treat
an animal population, veterinary practitioners should use the smallest dose that
provides the intended effect not to the average animal but to the largest possible
proportion of the population at risk. Therefore, knowledge of the inter-
individual PK/PD variability of drugs is mandatory. This study shown that
absorption, disposition and effect of CTC and OTC is quite variable among
pigs, even in an experimental setting. In addition, genetic, nutritional,
zootechnical, biopharmaceutical and environmental factors may increase this
variability. Therefore, population PK/PD studies are needed to determine the
effect of covariates in field conditions. Our data will be subject to mixed-effect
PK/PD modelling in order to precise the relationship between absorption,

distribution, elimination and clinical effect of feed-administered CTC and OTC

in pigs and identify effect modifiers.
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5.3.1. Abstract

Chlortetracycline (CTC) and oxytetracycline (OTC) are often administered in
feed to pigs at extra-label doses to increase the efficacy of disease control
strategies, but the bitterness of these antibiotics may significantly depress the
voluntary feed intake of pigs at risk, compromising growth and the efficacy of
the therapeutic regimen. We examined individual feed intake patterns and
growth of 5-week old early-weaned pigs that received either drug-free feed
(n=36 pigs) or feed medicated with CTC or OTC at 12 h intervals for a period
of 5 days. Each tested drug was mixed in feed at concentrations of 550, 1100,
1650 and 2200 mg/kg (n>8 pigs/dose/drug). Neither drug nor dose significantly
affected the rate of feed intake (excluding interruptions), duration of meal, and
the likelihood of leaving feed uneaten at the end of at least one meal. Average

daily gain and feed conversion ratio (FCR) showed similar mean values across
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treatment groups, but variance of FCR varied significantly: CTC < OTC <
drug-free. Meal duration and feeding rate, and the likelihood of leaving feed
uneaten were significantly influenced by the size of pigs, the occurrence of
infection or spontaneous feeding interruptions during the meal. Feeding rate
increased with experimental days. Results show that CTC and OTC are not
feed deterrents in weaned pigs in the range of therapeutic doses currently used,

but other sources of variation in feed intake indicate that drug input could vary

among pigs.

5.3.2. Keywords

Pigs; Feeding behaviour; Chlortetracycline; Oxytetracycline; Prophylaxis;
Palatability

5.3.3. Introduction

The control of infectious diseases is of critical importance in pig production. As
pigs are reared intensively and housed in large groups, environment, herd
management, nutrition, health status, and genetic factors significantly
contribute to the development, spread, severity and duration of disease.
Therefore, the strategy for disease control must address both risk factors and
etiologic agents (Harris and Alexander, 1999). Bacteria play a significant role
in the health of pig herds and antimicrobials are obviously a major component
of the disease-control strategy. When short-term protection from a highly
contagious bacterium is needed, the group of pigs at risk may receive
antibiotics while other disease-control measures become operational and
effective (FEDESA, 1998). The tetracyclines are the most heavily prescribed
drugs in veterinary medicine, and in most herds medication of pigs at risk is

achieved by supplementing the drug into the feed for ad libitum consumption.

Efficacy of the drug regimen is a function of drug concentration at the site of

infection with respect to the sensitivity of the targeted pathogen (Koritz and
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Bevill, 1991). Feeds medicated with chlortetracycline (CTC) or oxytetracycline
(OTC) at the approved dose often do not provide the expected level of
protection against disease. This is likely associated with underdosing, as
plasma concentrations of these drugs after oral administration in fed pigs are
considerably lower than minimum inhibitory concentrations (MIC) of OTC for
the most prevalent swine respiratory pathogenic bacteria (Nielsen and Gyrd-
Hansen, 1996). As a consequence, veterinary practitioners need to prescribe
these drugs at higher than approved in-feed doses, but dose adjustments are
performed empirically because data on their concentration-response

relationships are lacking.

Taste is especially important for feed acceptance, discrimination and control of
intake (Kare, 1971). In particular, animals have a natural aversion towards
bitter taste, probably to minimize the likelihood of poisoning (Garcia and
Hankins, 1975; Glendinning, 1994). Although palatability is a concern in the
development of drug formulations for animal feeds (Larrabee, 1983), their use
at higher levels could alter the taste of feed and conceivably decrease
acceptance. By decreasing the amount of drug entering the body, decreased
intake could be a significant factor underlying variation in drug effectiveness
and resistance development (Vogelman et al., 1988; Thomas et al., 1998;
Schentag, 1999). In addition, a lowered feed intake decreases the resistance of
animals to infection, ingested toxins and environmental stressors (Baetjer,

1983; Campbell and Richardson, 1988; Kremer ef al., 1993; Nakamura et al.,
1995).

Few studies thus far have focused on the deterrent effect of feed antimicrobials
in pigs (Becker, 1993) or in other animals (Wray ef al., 1990; Toften et al.,
1995; Toften and Jobling, 1997). Depression of medicated feed intake with the

tetracyclines is conceivable in pigs for two reasons:

1. Tetracyclines possess bitter taste. Requirements for bitterness

(Shallenberger and Acree, 1971; Gardner, 1978; Belitz et al., 1983;
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Kubo, 1994) are apparent from the tetracycline structure (Figure 1) and
corresponding physicochemical properties. The C1 carbonyl and C2
amide groups of the tetracycline ring are compatible with the so-called
bitter unit. The C4 dimethylamine may also contribute to bitterness or,
when protonated, in attaching with a bitter receptor (Kurihara et al.,
1994). Additionally, the magnitude of bitter response positively
correlates with lipid solubility, which differs among members of the

tetracycline family (Colaizzi and Klink, 1969).

 With more than 20000 taste buds (at least twice as many as in humans),

pigs possess high taste acuity (Hellekant and Danilova, 1999). Taste
buds trigger large responses in the Q-cluster of nerve fibres when
exposed to quinine or other bitter substances such as tilmicosin and
sucrose octaacetate (Hellekant and Danilova, 1999). Further, pigs are
sensitive to unpalatable feed ingredients, such as canola meal and
supplements with high contents in chloride (Roch G. and Vignola M.,

2000 — personal communications).

Figure 1. Molecular structure of the tetracyclines. Carbons of the tetracycline
structure are numbered, sites of chemical substitution are identified with arrows,
and potential sites of interaction with bitter taste receptors are isolated within the

bracket.
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We performed a study to examine the dose-response relationship of feed-
administered CTC and OTC on their pharmacokinetics in pigs, their
pharmacodynamics, and on the feed-intake pattern and growth of pigs given
access to fixed amounts of feed (with respect to body mass) at fixed times of
the day. Here, we report their short-term effects on the feed intake and growth
of weaned pigs. We additionally documented sources of variation in feed intake
pattern among pigs, as individual variation in feed intake may lead to a loss of

effectiveness in drug treatment.

5.3.4. Material and Methods

The experimental protocol was approved by the University's Ethics Committee,
and pigs were handled according to the directives of the Canadian Council on

Animal Care (Olfert, 1993).

5.3.4.1. Animals and housing

One hundred and four mixed-breed barrows, 4-5 week-old and weaned at 21
days of age, were purchased in batches of 12. The source herd was apparently
free of Actinobacillus pleuropneumoniae serotypes 1,2, 3,5 and 7,
Mycoplasma hyopneumoniae, toxigenic Pasteurella multocida, PRRS virus,
TGE virus, Brachyspira hyodysenteriae and Sarcoptes scabieii, as determined
by periodic clinical, serology and slaughter checks for over 2 years. Pigs were
housed in 0.74 m? plastic-floored individual steel cages in one of two aseptic
rooms capable of holding a maximum of six cages. Cage disposition and cage
walls allowed visual, auditory and some physical contact among pigs. Room
temperature was kept at 25°C and artificial lighting was provided between

07:00 and 22:00. Cages were washed twice daily after morning and evening

meals.
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Pigs were given 5 days to habituate to surroundings and were trained to enter a
transport box for daily weighing before morning meals. On day 3, pigs were
anaesthetized for surgical insertion of a venous catheter for the
pharmacokinetic experiments, which took place on days 5, 6 and 10. Feeding
behaviour data associated with the pharmacokinetic protocol have been
dropped because blood was sampled during meals. Health status was recorded
daily. Pigs that developed bacterial infections during the course of the study
were treated with ampicillin and arthritis was additionally managed with

phenylbutazone.

At all time, pigs enjoyed free access to water and received each day an amount
of feed corresponding to 5% of body mass (BM), in agreement with NRC
guidelines (National Research Council, 1988). Portions of feed were served at
08:00, 14:00 and 20:00. In a pilot study in the same environment, using the
same feeds and pigs of the same origin, age and body mass, the maximum
amount of feed that pigs could eat in a single meal was 2% BM. Moreover,
some pigs left feed uneaten at 20:00 when offered 2% BM of feed at 14:00.
Consequently, feed was divided across the above serving times in amounts
corresponding to 2%, 1% and 2 % BM, respectively. Meals were provided in
30x30x20 cm individual metallic troughs. A receptacle was placed under the

floor of the cage to collect feed wastage.

5.3.4.2. Diets and antibiotic supplementation

A drug-free, standard corn-soy feed providing approximately 185 g/kg of crude
protein and 13.7 MJ/kg of digestible energy was purchased the day of pig
arrival (VITA distribution 1988 Inc. St-Valérien, QC, Canada). Midway
through the experiment, the feed supplier company modified the vitamin and
mineral premix formulation (diet B) thus altering levels of lysine and of some
other dietary nutrients (Table 1). The first 60 pigs received diet A and the
remaining 44 pigs received diet B. We divided batches of feed into several

aliquots. One aliquot was used for all non-medicated meals. Four aliquots were
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supplemented with CTC (Aureomycin® 100G. Hoffmann - La Roche Ltd.
Cambridge, ON, Canada) or OTC (Terramycin* 100. Pfizer Canada Inc.
Animal Health Group. London, ON, Canada) at 550, 1100, 1650 or 2200

mg/kg.

5.3.4.3. Experimental procedure

Drug supplementation levels were randomly allocated in the first eight

experimental blocks. The remaining ("add-on") block was used to balance the

number of pigs per drug and dose. In each experimental block, a total of 4 pigs

were randomly assigned to each of the following treatment groups: 1) drug-free

feed, 2) feed supplemented with CTC, or 3) feed supplemented with OTC. Two

randomly selected doses of drug were used in each block. The in-feed drug

regimen started on day 7, and individual data on feeding behaviour were

collected over days 7, 8 and 9, and on the morning of day 11. Feed intake data

were collected at the 8:00 and 20:00 meals, where 2% BM of feed was served

at each time. The pharmacokinetic experiment required constant in-feed doses

Table 1. Nutrient concentrations in the two experimental diets

Nutrient Diet Relative content (B/A)
A B
Digestible energy (MI/kg) ~ 13.73 13.68 1.00
Crude protein (g/kg) 185.9 187.1 1.01
Fat (g/kg) 29.8 30.6 1.03
Fibre (g/kg) 27.5 28.2 1.03
Calcium (g/kg) 103 8.1 0.79
Phosphorus, available (g’kg) 5.2 4.2 0.81
Salt (g/kg) 32 49 1.53
Choline (g/kg) 1.8 1.2 0.71
Lysine (g/’kg) 11.5 13.1 1.14
Threonine (g/kg) 7.1 83 1.17
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of drug (with respect to body mass) to be administered at 12 h intervals to
produce a clear drug elimination phase, and therefore the 14:00 meal was drug-
free for all pigs. With this feeding protocol, pigs received either 22, 44, 66 or
88 mg/kg BM of drug per day, which are 1,2, 3 or 4 times the approved daily

dosage in the United States, respectively.

All meals and drinking events were visually monitored during the whole
duration of the experiment. Feed was made available for at least 60 min during
morning and evening meals. If individuals were still eating at the end of this
period, feed was left until the end of the intake bout. A meal was considered
interrupted if individuals spent time outside the trough for a purpose other than
drinking during the period of access to feed. During the meal, feed wastage was
offered again to pigs, and the amount of feed voluntarily left following meal
termination was weighed. The amounts of feed offered and left at the end of the
meal, the number and duration of meal interruptions, and meal duration
(excluding interruptions) were recorded for all pigs. The proportion of feed left
at the end of the meal was calculated. Feeding rate was calculated as the
amount of feed offered minus the amount left divided by meal duration. The
mass-adjusted average daily gain (ADGw) was defined as the slope of the linear
regression of body mass against experimental days (ADG) divided by initial
body mass. Feed conversion ratio (FCR) was calculated as the average amount
of feed ingested during the experiment divided by ADG. Hence, pigs with
lower FCR have better feed efficiencies than pigs with higher FCR.

5.3.4.4. Statistical analyses

Level of statistical significance was set at 0.05 for all analyses. The density of a
lognormal distribution (Mood et al., 1974) was used to calculate the mean and
standard deviation of variables showing left-skewed sample distributions. For
each pig, the occurrence of INFECTION, MEAL INTERRUPTION, and
MEAL COMPLETION were coded as binary variables (O=absent; 1=present).
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A linear mixed-effect model for repeated measures was used to examine the
effect of DIET (A or B), ROOM (1 or 2), body mass (coded by FEED
OFFERED = 2% BM), MEAL INTERRUPTION and INF ECTION across
TIME (days 7 — 9, and day 11) on log-transformed meal duration (min) and on
feeding rate (g/min). The covariance structure of data was determined for each
model after inspection of the correlation matrix for the dependent variable over
TIME, followed by selection of the best covariance structure with the Schwarz-
Bayesian criterion of goodness-of-fit (Littell ez al., 1998). The effect of
TREATMENT (CTC, OTC, drug-free) and DOSE (550 — 2200 mg/kg feed) on
cach variable was tested with specific a priori contrasts. To quantify changes in
meal duration and feeding rate as a function of TIME, the time, initial body
mass and the time x body mass interaction effects were further examined with
linear regression analysis of the residuals (i.e., difference between values
observed and predicted by the mixed-effect linear models for repeated

measures where body mass and time are excluded).

The proportion of feed left was not normally distributed. Consequently, a
binary variable (0=no; 1=yes) was created to investigate the likelihood of
voluntarily leaving feed uneaten at the end of one or more meals during the
course of the experiment. Logistic regression analysis (Hosmer and Lemeshow,
1989) was used to examine the effect of explanatory variables on meal
completion, with stepwise inclusion of variables. Odds ratios (i.e., the
exponential transformation of the logistic regression coefficient estimated for a
given independent variable) and their 95% confidence interval (CI) were
calculated to measure the influence of an explanatory variable on the outcome
variable. An odds ratio which CI does not include 1 indicates that the

explanatory and outcome variables are not associated.

The effect of meal presentation time (morning or evening) on proportion of
feed left, meal duration and feed intake rate for all pigs regardless of treatment

was examined on days 7, 8 and 9. Paired #-tests or Wilcoxon signed-rank tests
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were used to examine the effect of meal presentation time depending on

distribution normality tests.

General linear models were used to examine effects of TREATMENT, ROOM,
body mass (i.e. FEED OFFERED), MEAL INTERRUPTIONS and
INFECTION on the following zootechnical parameters obtained over the
course of the experiment: ADGy (kg/kg/day), and FCR (kg/kg). Homogeneity
of ADG and FCR variances among CTC, OTC and drug-free TREATMENT

groups was assessed with the F-test.

5.3.5. Results

Results are presented as means + 1 standard deviation unless otherwise stated.
At the beginning of the experiment (i.e. day 7), pigs receiving diet A weighed
11.0 = 1.9 kg while pigs receiving diet B weighed 12.3 + 1.5 kg, a significant
difference (P<0.001). Five pigs developed an infection (3 cases of arthritis, 2
cases of pneumonia) during the experiment. The remaining 99 pigs remained
healthy for the whole duration of the study. Nine pigs (8.6%) showed
interruptions while feeding at least once during the course of the experiment.
These pigs weighed initially the same as their mates (P>0.05) and were equally
distributed among CTC, OTC and drug-free groups. Only one pig with feeding

interruptions became infected during the study.

5.3.5.1. Feeding parameters

In terms of average values, neither TREATMENT nor DOSE influenced meal
duration, likelihood of not finishing at least one meal, and feeding rate

(P>0.05).

The average duration of a meal was 28.6 + 0.3 minutes (based on a lognormal
distribution), with 95% of meals lasting less than 45 minutes. Meals lasted

longer in heavier pigs (Table 2) and their duration became shorter with TIME
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but duration was not significantly affected by other factors examined in the
model (Table 2). Regression analysis of residuals indicated that meal duration
in pigs was 0.6=0.2 min (mean+S.E.M) longer per kg of initial body mass
(P<0.001) and decreased by 1.0+£0.3 min per day (P<0.001). No significant

time * body mass interaction was identified (Figure 2).

Table 2. Repeated-measures linear models of the relationship between meal
duration and feeding rate and several independent variables in weaned pigs

(effect for time not shown).

. Meal duration Feeding rate

Variables
Coefficient Significance” Coefficient Significance

DIET -0.066 0.91
ROOM 0.015 -0.25
FEED OFFERED 0.0022 ok 0.014 ok
MEAL
INTERRUPTIONS 0% 0T *
INFECTION -0.052 -2.23 **

T From the linear mixed-etfect model for repeated measures: * P<0.05; **
P<0.01; *** P<0.001; variables without symbols P>0.05.

' Equal to 2% of body mass.

The amount of feed offered was totally eaten in 677 (94%) out of 721 meals.
Ten pigs voluntarily left feed in the trough at the end of one or more meals. The
odds of not finishing at least one meal increased by a factor of 31.1 (CI: 4.5-
215.3; P<0.001) when meal interruptions occurred, increased by a factor of
14.2 (CL: 1.1-180.1; P<0.05) when infection was recorded and decreased by a
factor of 0.5 (CIL: 0.29-0.97; P<0.05) per extra kilo of initial body mass. The
odds of not finishing at least one meal were not associated with DIET or

ROOM (P>0.05). Clinically healthy pigs only left feed uneaten during the
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initial days of the study, whereas all pigs that became infected always finished

their meals prior to the onset of infection (Figure 3).

The average rate of feed intake was 9.3 + 2.9 g/min. Feeding rate increased
with TIME (Figure 2) and body mass (Table 2) but decreased in pigs showing
meal interruptions and in infected pigs (Table 2). Quantitatively, the occurrence
of infection caused a 2.23 g/min decrease in feeding rate and pigs showing
meal interruptions ate at a 0.77 g/min lower intake rate. Regression analysis of
residuals revealed that feeding rate was 0.30£0.05 g/min (mean+S.E.M.) faster
per kg of initial body mass (P<0.001) and increased by 0.55+0.08 g/min per
day (P<0.001). Again, no significant time x body mass interaction was

identified.

Differences in feeding behaviour between morning and evening meals were
noted on day 9 but not on the previous two days (P>0.05; Figure 4). On day 9,

duration of the evening meal was 1.1 min shorter than that in the morning, and

Figure 2. Changes in average (s.d.) duration of meal (left panel) and feeding rate
(right panel) as a function of experimental days.
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the rate of feed consumption was 0.43 g/min faster (P<0.05 in both cases).

5.3.5.2. Growth parameters

The ADGy of pigs during the experiment was 0.035 £ 0.009 kg/kg/day, i.e.
3.5% of initial body mass (kg),k and was affected by DIET and MEAL
COMPLETION (Table 3). On average, growth of pigs fed diet A was 0.006
kg/kg/day lower than that of pigs fed diet B. Growth of pigs was additionally
reduced by a factor of 0.002 when feed was left uneaten at the end of one or

more meals. No other factors proved significant (Table 3).

Figure 3. Number of healthy (n=99) and infected (n=5) pigs leaving feed uneaten
at the end of the meal as a function of experimental days.
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¥ L’exemple suivant est destiné au lecteur qui est familier avec le gain moyen quotidien (GMQ) calculé
avec la formule (POIDS FINAL — POIDS INITIAL)/INTERVALLE mais peu familier avec la notion
que le gain de poids est un phénoméne d’ordre un. Le porcelet moyen de notre étude, qui pese 11 kg et
dont le GMQ est égal & 3,5%, pésera 14 kg aprés 7 jours, ce qui correspond & un gain de 428 gljour.



153

Table 3. Linear models of the relationship between two zootechnical

parameters and several independent variables in weaned pigs.

Mass-adjusted

) : . Feed conversion ratio
Variable average daily gain

Coefficent Significance®  Coefficient Significance

DIET 20.0056 - 0.21 R
ROOM 0.0017 0.072

MEAL

INTERRUPTIONS 0924 -0.04

MEAL )

COMPLETION -0.0022 0.0077
INFECTION 0.0036 o

T From the lincar mixed-effect model for repeated measures: * P<0.05; **
P<0.01; *** P<0.001; variables without symbols P>0.05.

Figure 4. Average (s.e.) individual differences between morning and evening
meals in the proportion of feed left (left panel), meal duration (middle panel) and
feeding rate (right panel) as a function of experimental days.
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The average FCR was 1.5 + 1.3 kg/kg. Examination of the distribution revealed
one outlier (conversion = 14.4 kg/kg). When the outlier was excluded, FCR
was 1.4 + 0.4 kg/kg. For the remaining pigs, only DIET significantly
influenced the mean FCR (Table 3). When compared with diet B, an extra 210
g of diet A was necessary to produce a 1000 g increase in body mass. FCR was
1.33+0.21 kg/kg in CTC pigs, 1.38+0.33 kg/kg in OTC pigs, and 1.47+0.54
kg/kg in control pigs, excluding the outlier. While no significant differences
were found for these mean values, variances were significantly different across
TREATMENT groups (Figure 5). Variance of feed conversion ratio in the
control group differed from that in each medicated group (P<0.01). In addition,
varjance in the CTC group differed significantly from that in the OTC group
(P<0.01).

Figure 5. Distribution of feed conversion ratio in pigs given chlortetracycline- or
oxytetracycline-supplemented feeds (supplementation levels merged), or drug-
free feeds (Note: two drug-free pigs with FCR=3.63 and 14.4 kg/kg are hidden).
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Legend: Box: 25™ and 75" percentiles; vertical bar: 50" percentile; whiskers:
10" and 90 percentiles; round symbols: pigs with values outside the 10-90
percentile range.
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5.3.6. Discussion

We aimed to describe the effect on feeding behaviour and growth of two in-
feed tetracyclines in weaned pigs when used in the current extra-label
prescription range. Feed is considered a reliable vehicle for administration of
antibiotics but environmental or feed-related constraints prevalent under
commercial situations may not allow pigs to meet their desired feed intake
(Kyriazakis and Emmans, 1998). Feed intake of pigs has already been shown to
be decreased by a variety of factors including disease (Pijpers et al., 1991), the
physical (Black et al., 1998) and social environments (Nielsen ez al., 1995;
Hyun et al., 1998), as well as physiological status (Bigelow and Houpt, 1988;
Kanis and Koops, 1990). Taste of the chosen antibiotic may also be a cause of
decreased feed intake but this factor has received considerably less attention.
The tetracyclines have been reported to be distasteful in other animals
(Magnasco and Magnasco, 1985; Toften et al., 1995; Maze et al., 1996; Toften
and Jobling, 1997) but, to our knowledge, no study has focused on their effects

in pigs.

In this study, the feeding behaviour of pigs medicated with CTC or OTC was
not significantly different from that of control pigs, as measured by meal
duration, feeding rate and the proportion of feed taken. It could be hypothesised
that the desired feed intake of pigs was not fulfilled with the daily amount of
feed offered in this study. Alternatively, in-feed concentrations of the tested
drugs used would be below the thresholds for taste detection or recognition
(Pfaffmann ef al., 1971), which depend on lipid solubility (Belitz e al., 1983).
With respect to the first hypothesis, hunger can overcome the unpleasant taste
of a feed deterrent to the extent that the concentration needed to decrease
significantly feed intake in a long-term, no-choice study may be 10 times
higher than that required in a choice situation (Kare, 1971). However, a
significant short-term effect of the deterrent may be recorded if the follow-up is
terminated shortly after animals adapt to the feed, before compensatory intake

takes place, or with a repeated-measures protocol (Toften and Jobling, 1997).
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Even if pigs in this study were in a no-choice situation, we focused on the
short-term effect of the tested drugs with an amount of feed corresponding to
the expected daily intake needed to ensure optimal growth in a commercial
setting. We used a repeated-measures protocol to increase the probability of
detecting a difference between control and medicated pigs. Meal size
corresponded to maximum intake when feed is distributed in three servings, as
determined in a pilot study using pigs and feeds from the same sources.
Moreover, pigs were kept in a thermoneutral environment without competition
for food. The excellent daily gain (e.g. 428 g/day fora 11 kg pig kept 7 days in
this environment) and feed conversion ratio, which compare well to published
ideal values (Straw et al., 1999) suggest that deprivation levels were mild at

most. Therefore, support for the first hypothesis is weak.

With respect to feed supplementation levels of CTC and OTC, detection and
recognition thresholds for the tetracyclines have not been determined to our
knowledge but their values might be higher: the highest supplementation level
used in this study was only 10% of that required to decrease feed intake in
Atlantic salmon (Toften and Jobling, 1997). It should be pointed out that
species differences in taste thresholds exist: denatonium benzoate, one of the
most bitter substances for humans, elicit small nerve responses in pigs, 1.e.
responses of similar magnitude to those recorded for caffeine (Hellekant and
Danilova, 1999), and produces no significant decrease of feed intake in long
term studies with pigs (Blair and FitzSimons, 1970). As this protocol detected
small sources of variation in feeding behaviour, the tested formulations of CTC
and OTC appear to be insignificant feed deterrents in growing pigs at the doses
used. Practically, the two antibiotic formulations should not significantly

decrease the expected feed intake of pigs, even at a supplementation level of

2200 mg/kg.

Differences in growth parameters of pigs given diets A and B likely are the

result of differences in dietary lysine. The role of this amino acid in the growth
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of swine has been extensively reviewed (National Research Council, 1988) and
need not be detailed here. The only significant effect of the tested drugs on
zootechnical parameters found in this study was on variance of feed conversion
ratio (Figure 5). Growth promoting effect of feed-administered antimicrobials
has been known for more than 50 years, but their mode of action is still unclear.
Animal responses to the use of dietary antibiotics have been reviewed
elsewhere (Thomke and Elwinger, 1998). With dietary antibiotics, nutrient
usage is more directed to protein accretion, and energy and protein losses are
decreased. The magnitude of the effect of antibiotic growth promoters on
average daily gain and feed conversion ratio negatively correlate with health
status of the animals, and in axenic animals their effect is null (Thomke and
Elwinger, 1998). Hence, our finding was not surprising because periodic
checks for over 2 years before the onset of study revealed that the source herd
apparently was free of most specific swine pathogens. Sample distributions of
this parameter were symmetrical in the CTC group, moderately left-skewed in
the OTC group, and largely left-skewed in the drug free group. The maximum
feed efficiency (i.e. the minimum FCR) that the animal-feed-environment unit
used here could achieve was close to 0.8 kg/kg. Individual microbial pressure
was the major constraint in achieving this objective. In this case, dietary CTC
and OTC favoured the growth of more bacterially loaded pigs. Nonetheless,
these results do not legitimate the use of antibiotics for growth promotion, as

their long-term use at low doses increases the risk of antibiotic resistance

development in bacteria (Levy, 1992).

We recorded four non-antibiotic sources of variation in various aspects of
feeding behaviour: 1) the occurrence of meal interruptions, 2) the occurrence of
infection, 3) body mass (i.e. FEED OFFERED) and 4) meal presentation time
(i.e. AM or PM). From a practical point of view, all these sources of variation
could be taken into account in a therapeutic plan since these factors can

influence feed intake and thus drug input in the body.
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Pigs showing meal interruptions finished fewer meals and showed a slower
feed intake rate, thus suggesting a lower motivation to feed. The reason for
interruptions is unclear as individuals were usually resting between feeding
bouts. This is even more surprising given that during interruptions pigs could
see nearby mates feeding. Synchronisation of feeding activities in pigs has been
reported (Hsia and Wood-Gush, 1984) but in the present study allelomimetism
failed to stimulate the lowly motivated piglets. The effect of interruptions could
not be detected in terms of average daily feed intake and feed conversion unless
meals were not completely finished. Higher variance in compound zootechnical
parameters and the low occurrence in the population of individuals showing
interruptions during meals probably made detection of differences between
groups more difficult. The pig with outlying FCR showed interrupted feeding
and voluntarily left 45% of feed served during the two first days of the
regimen, and was the only pig to lose body mass after the onset of the regimen.
This pig never shown signs of disease during the study, and adapted to the

facilities just as its roommates.

Infection status also increased the number of unfinished meals and reduced
feed intake rate. Depressed feeding following infection has also been observed
in experimentally infected pigs (Pijpers ez al., 1991). In the present study,
infection was probably a result of bacterial contamination of the catheter
associated with serial blood sampling for the pharmacokinetic study.
Behavioural changes associated with disease appeared in pigs with normal
feeding behaviour days after the blood sampling protocol associated with the
pharmacokinetic study (Figure 3). Arthritic pigs could eat meals in a single
bout but needed to modify posture to relief some pressure on the infected joint.
Several factors such as pain and postural changes might have been implicated
in decreasing the feed intake rate of arthritic pigs. Excessive pain would be the
most likely reason for uneaten feed in the case of arthritis. Pneumonic pigs

were dull and showed less interest in feed.
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Reduction in meal duration as pigs grow older is well documented and
probably reflects allometric changes in body dimensions that allow a faster rate
of feed intake (Illius and Gordon, 1987). Meal duration decreased in one
evening meal allowing an increase in feed intake rate. We could not establish
whether the difference would be maintained in older pigs. Variation in feeding
parameters has been documented between nighttime and daytime meals
(Labroue et al., 1999) but few studies have focused on changes in feeding
behaviour during the same day. As piglets became older and more active
during the day, the need to recoup energy losses probably became greater. If
energy losses due to activity increased proportionally faster than the increase in
body mass, the allocation of feed as a fixed proportion of body mass may have
been insufficient to recoup losses thus inducing a greater motivation to feed at
the end of the day. If the hypothesis were true, then experiments with ad
Iibitum feed would probably reduce differences in feed intake rate between

morning and evening meals.

5.3.7. Conclusion

We failed to document adverse effects of supplementation of tetracyclines on
feed intake pattern in growing pigs, but more studies are needed to examine the
potential influence of other drugs on feeding behaviour. Taste perception can
be quantified and taken into account in feeding behaviour studies. In addition,
more emphasis should be placed on patterns of variation in feed intake.
Unravelling sources of variation will be helpful to understand the proximate
determinants of feeding behaviour and will prove useful to elaborate more

efficient antimicrobial prophylactic strategies.
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6. DISCUSSION GENERALE

Le but principal de ce travail est de documenter et de comparer les relations dose-effet
prophylactiques de la CTC et de I’OTC, les deux seules tétracyclines disponibles au
Canada pour les thérapies de masse via ]’aliment chez le porc. D’habitude, ces
traitements antibiotiques sont institués quand I’antibiogramme le justifie, mais il n’est
pas rare que ’on ait recours a ces thérapies de masse sans avoir identifié les agents
responsables du cadre pathologique et sans que leur sensibilité aux tétracyclines ne soit
connue. Quoi qu’il en soit, plusieurs aspects de ’utilisation des aliments médicamentés
(entre autres, la dose a prescrire, le schéma posologique a instituer et sa durée) sont
encore extrémement empiriques et leurs efficacités cliniques en condition de champ ne

peuvent étre prédites de fagon satisfaisante méme pour des bactéries sensibles a

I’antibiogramme.

Pour tenter de comprendre la divergence existant entre les prédictions in vitro et les
résultats in vivo, il était nécessaire de réaliser une étude prospective ol I’on mesure, a
différentes doses, I’effet prophylactique de la CTC et de ’OTC face a un agent
pathogéne dont la sensibilité est connue. Le choix de la bactérie a utiliser lors des
infections expérimentales et des doses & administrer aux animaux devait étre fait de
fagon a obtenir chez ces derniers un large éventail de concentrations d’antibiotique et
des effets qui allaient d’une protection nulle jusqu’a une protection maximale contre la
maladie. Aussi, il fallait que suffisamment de données soient présentes dans le
segment de transition entre ces deux extrémes pour que la relation dose-effet

prophylactique soit déterminée avec précision (Mattie, 2000).

L utilisation d’une bactérie dont la sensibilité est identique pour les deux tétracyclines
3 1’étude a permis d’évaluer et de comparer leurs effets respectifs a des doses
identiques afin de pouvoir vérifier 8’il sont vraiment des équivalents thérapeutiques.
Cependant, il était crucial de ne pas utiliser une bactérie trop sensible ou trop résistante
aux tétracyclines pour les infections expérimentales : chez la bactérie trés sensible
Ieffet prophylactique saturerait méme aux doses d’antibiotique les plus faibles, tandis

que chez la bactérie résistante le segment de transition ne serait pas suffisamment
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documenté méme aux doses les plus élevées que I’animal peut tolérer. Dans les deux
cas, les antibiotiques & I’étude donneraient, a tort, I’impression d’étre aussi efficaces
(ou aussi inefficaces) I’un que l’autre. Cette constatation nous améne a spéculer qu’a
I’aube de I’ére des antibiotiques les tétracyclines naturelles pouvaient vraiment
sembler équivalentes du point de vue thérapeutique, car a cette époque la prévalence
de bactéries résistantes était faible (Datta et Hughes, 1983) et la PK/PD inexistante
(Holford et Sheiner, 1981). Ce n’est que suite 2 des années d’utilisation massive en
clinique et aux progres dans I’€élucidation de la corrélation structure-activité que
’équivalence thérapeutique des tétracyclines en médecine humaine a commence a étre
remise en question (Kunin et Finland, 1961). Toutefois, sa vérification expérimentale
n’a jamais eu lieu, probablement en raison de la perte de popularité de ces

antibiotiques durant les années 1970 (Finland, 1974).

Le choix des doses d’antibiotique doit prendre en considération la variabilité inter-
individuelle associée a la relation dose-concentration : elles doivent &tre suffisamment
espacées pour que la corrélation concentration-effet s’y dégage, méme avec des
offectifs réduits. Dans ce cas, la formulation des pré-mélanges médicamenteux de CTC
et d’OTC, ou la biomasse déshydratée est le véhicule du principe actif, est une source
additionnelle de variabilité qui pourrait nuire a la réussite de cet objectif. D’une part, la
dréche contient les sels de Ca™" et de Mg~ qui avaient été ajoutés au brassin pour
stabiliser le pH et préserver les cellules de Streptomyces Spp. des effets toxiques des
substances qu’elles produisent durant la fermentation (voir I’ Annexe I). D’autre part,
plusieurs excipients employés pour stabiliser le pré-mélange et favoriser son
homogénéisation dans 1’aliment sont des sources de cations divalents (voir la Section
3.2.6). Par conséquent, la libération dans I’estomac de la CTC et de ’OTC a partir de
I’aliment médicamenté sera entravée par ’aliment et par la présence de Ca™"etde
Mg ™, ce qui aura pour effet de réduire leurs fractions biodisponibles respectives, car
seules les molécules de tétracycline qui se solubilisent durant le sé¢jour dans I’estomac
peuvent étre résorbées (Rowland et Tozer, 1994). Dans ce cas, le pH des sécrétions

digestives de I’individu, leur volume, Pintensité des mouvements péristaltiques et la
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durée de séjour dans I’estomac auront des effets sur la biodisponibilité de ces

antibiotiques et cet effet se répercutera sur leurs concentrations plasmatiques.

6.1. ETUDE PHARMACOCINETIQUE IN SILICO

Des données quantitatives de la relation dose-concentration de la CTC et de POTC et
de 1a variabilité inter-individuelle qui y est associée sont des prémisses essentielles a la
vérification de nos hypothéses de recherche. Ces antibiotiques ont fait I’objet de
quelques études de pharmacocinétique orale chez le porc, mais il était risqué d’établir
les doses a employer dans I’étude PK/PD sur la base de ces travaux car ils ont ¢t¢
réalisées avec peu d’individus et leurs résultats sont parfois divergents, en particulier
ceux en rapport avec la biodisponibilité de la CTC. Aussi, la fiabilité de ces résultats
pouvait étre mise en doute car les estimés de biodisponibilité orale chez le porc vont a
’encontre des résultats obtenus avec d’autres animaux monogastriques incluant
’homme : chez le porc, la biodisponibilité orale des tétracyclines a 1’étude est faible,
en particulier ’OTC (60% chez I’homme mais 5% chez le porc), et la biodisponibilite
de la CTC chez le porc est au moins deux fois plus élevée que celle de I’OTC, alors
que le contraire a été rapporté chez ’homme. Par conséquent, il était nécessaire de
débuter ce travail par une vérification de la cohérence des données disponibles chez le

porc en réalisant une méta-analyse des études de pharmacocinétique orale (del Castillo

et coll., 1998).

Le processus de sélection des études indépendantes a permis d’¢éviter I’introduction de
biais qui invalideraient les résultats. Les préalables (implicites) pour qu’une étude
donnée soit considérée dans la méta-analyse étaient que les concentrations sériques ou
plasmatiques d’antibiotique fassent I’objet d’une modélisation pharmacocinétique et
que les résultats soient publiés dans une revue scientifique avec comité de lecture.
Deux études portant sur ces antibiotiques ne satisfaisaient pas a ces criteres
d’inclusion : dans les deux cas, la fréquence d’ingestion et la quantité ingérée par repas
n’étaient pas spécifiées et les temps de prélevement d’échantillons sanguins n’étaient

pas situés en rapport aux prises d’antibiotique.
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Le contenu des articles conservés aprés cette premiére étape a été examiné en rapport a
une série de critéres d’exclusion : des facteurs tels que le taux d’humidité de I’aliment,
I'ajout d’acide citrique dans I’aliment et |’infection expérimentale des animaux, qui
modifient la biodisponibilité ou le devenir des antibiotiques chez I’animal. La teneur
en cations divalents a joué le role de co-variable et les résultats de biodisponibilité
obtenus avec des aliments dont les teneurs en calcium dépassaient les normes
américaines et européennes ont été ponderés négativement sans pour autant les exclure
de la méta-analyse. En effet, si cette variable avait été utilisée comme facteur
d’exclusion, les estimés de biodisponibilité de la CTC et de I’OTC auraient n’aurait pu
8tre inférés a certains cas ou des ingrédients plus riches en calcium (des farines de

poisson, entre autres) sont utilisés dans la préparation des aliments pour porcelets.

Une caractéristique qui n’a pas été retenue pour pondérer la qualité des études est la
méthode de détermination des concentrations plasmatiques de CTC et d’OTC. Des
études suggerent que les méthodes microbiologiques de détermination des
concentrations de CTC seraient peu fiables (Ray et Newton, 1991), mais 3 des 4 études
considérées ont fait usage de cette technique d’analyse, que plusieurs considérent
valide. Par conséquent, ce critére risquait d’étre trop restrictif (quoique les résultats
présentés a la Section 5.2 de cette these soulignent sa pertinence). Cette omission est
passée inapercue lors du processus de validation externe, probablement en raison de la

grande variabilité inter-individuelle des concentrations plasmatiques de CTC.

Les estimés de méta-analyse prédisaient de fagon satisfaisante les résultats des études

employées dans le processus de validation externe, quels que soient 1’age des porcs et

leur ingéré quotidien. Par conséquent, les critéres d’exclusion ne semblent pas omettre
des sources de biais qui invalident les estimés de méta-analyse. Il demeure que ces

résultats sont assujettis a certaines limites :

e Les estimés ne servent qu’a prédire le comportement moyen du groupe

de porcs. Leur valeur prédictive pour I’individu est donc faible;
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e Les paramétres pharmacocinétiques de la CTC et I’OTC sont
indépendants de la dose administrée via ’aliment et de la durée du

traitement;

e Le véhicule d’administration de ces antibiotiques est un aliment

complet a haute teneur en maticre séche;

e Ces aliments médicamentés sont offerts dans un but de prophylaxie-
métaphylaxie & des animaux cliniquement normaux, chez qui les
tétracyclines a 1’étude ont des comportements cinétiques compatibles

aux données de la littérature;

e L’ingéré volontaire quotidien des porcs est conforme a ce qui a €té
rapporté dans la littérature scientifique et il n’est pas diminué par la
dose d’antibiotique. Ce dernier point doit toutefois étre vérifié dans le

cadre de notre étude in vivo.

Dans ces conditions, la biodisponibilité de la CTC serait environ trois fois plus élevée
que celle de I’OTC, ce qui est compatible avec les résultats de Nielsen et Gyrd-Hansen
(1996), qui n’étaient pas disponibles lorsque la méta-analyse a été réalisce. Aussi, le
volume de distribution de la CTC serait environ 25% plus grand que celui de 'OTC.
Ces résultats sont conformes a leurs propriétés physico-chimiques respectives, qui ont
6té discutées a la Section 3.3.2. En effet, méme si les deux congéneres possédent les
mémes systémes ionisants, le log-P de la CTC dans le domaine physiologique des
valeurs de pH est environ 5 fois plus €leve que celui de ’OTC (Colaizzi et Klink,
1969). La présence d’un groupe hydroxyl sur le carbone 5 du noyau tétracycline
(Figure 8) semble conférer a I’'OTC une plus grande polarité, qui entraverait sa
diffusion dans la phase lipide, ce qui devrait se répercuter significativement sur sa
facilité & pénétrer a travers des membranes biologiques. L’absorption intestinale et la
diffusion extra-vasculaire des molécules de CTC en solution seraient alors plus aisées
par rapport & ’OTC. D’autre part, la clairance et la constante d’élimination de la CTC
seraient plus élevées que celles de ’OTC. Chez la volaille, un modéle cinétique

physiologique a montré que la sécrétion biliaire et la dégradation chimique sont
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responsables de 46% et 4% de la clairance systémique de la CTC, respectivement
(Pollet et coll., 1985) et il est raisonnable de croire que ces voies d’élimination sont
aussi présentes chez le porc. Toutefois, leur importance relative chez ce mammifére
reste 4 étre déterminée. En définitive, la méta-analyse prédit que les concentrations
plasmatiques totales de CTC seraient environ 2 fois plus élevées que celles d’OTC,
indépendamment de la dose administrée via I’aliment. Par conséquent, on peut émettre
I’hypothése que la CTC et ’'OTC ne devraient pas avoir des relations dose-effet

prophylactiques équivalen’tes.l

Cette hypothése tirée des résultats de méta-analyse est a contre-courant de ce qui est
généralement admis chez les microbiologistes oeuvrant dans les laboratoires de
diagnostic vétérinaires et n’a jamais été percue dans le cadre de la pratique vétérinaire.
Cependant, plusieurs microbiologistes ont noté que les CMI de CTC pour des bactéries
du tractus respiratoire porcin sont souvent 2—3 rangs de dilution plus basses que
celles d’OTC et de tétracycline (Messier S., 1997 — communication personnelle),™
mais peu d’entre eux y ont porté attention (Wu et Wolff, 2000). Si I’effet est fonction
de la durée d’exposition de I’agent pathogene a des concentrations supra-CMI
(AliAbadi et Lees, 2000) et que, a ]’instar des organismes normatifs (National
Committee for Clinical Laboratory Standards, 1990), on néglige leurs différences
d’effets antibiotiques, la dose requise pour protéger ’animal sera plus petite avec la
CTC, car sa plus grande biodisponibilité par rapport a ’OTC compense largement
pour sa clairance plus élevee (voir Section 5.1.5.1.). Ceci a d¢ja été observé dans le cas
de 1a doxycycline et de la minocycline (Pijpers, 1990), dont la biodisponibilité orale et
le temps de séjour moyen permettent d’atteindre des concentrations efficaces a de plus

petites doses que I’OTC (Aronson, 1980).

''Un doute peut toutefois subsister lorsque ’on considére leurs concentrations libres respectives, car
celle-ci est souvent un bien meilleur indicateur de I'activité pharmacologique d’un médicament que ne
Pest la concentration totale (Rowland et Tozer, 1994). Si la fraction libre £, = C,/C (ou C, et C sont
respectivement les concentrations libre et totale de médicament) est indépendante de C pour les deux
antibiotiques & 1’étude et que £, est d’environ 30-50% pour la CTC et 75-80% pour I’OTC, d’apres leurs
taux de liaison protéines plasmatiques (Reichert, 1988), la différence de concentrations totales en faveur
de la CTC disparaitrait si on considére leurs concentrations libres respectives.

m | 2 CMI d’une bactérie est déterminée par I’incubation dans une série de milieux de culture (liquides
ou solides) ot la concentration d’antibiotique diminue de moitié d’un réceptacle a P'autre. Dans ce cas,
une bactérie dont la CMI d’OTC est égale a 2 mg/L aurait une CMI de CTC égale 40,5 ou 0,25 mg/L..
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6.2. ETUDE PK/PD IN VIVO

D’aprés les simulations de profils cinétiques a I’état d’équilibre réalisés avec les
estimés de méta-analyse et leurs coefficients de variation respectifs (voir Section 5.1),
nous avons jugé nécessaire de réaliser les infections expérimentales avec une souche
&’ Actinobacillus pleuropneumoniae dont la CMI serait de 1 ou 2 mg/L. Dans leurs
expériences avec la doxycycline et ’OTC, Pijpers et coll. (1991) avaient choisi de
travailler aussi avec une souche d’A. pleuropneumoniae dont la CMI était de 1mg/L.
Par conséquent, nos animaux d’expériences ont été inoculés avec la souche d’4.
pléuropneumoniae FMV 92-8172, chez laquelle les deux antibiotiques ont des CMI de
2 mg/L, ce qui la classe dans la catégorie « sensible » aux tétracyclines d’apres les

directives du N.C.C.L.S.

Quand deux formulations orales sont mises a I’épreuve dans un protocole de titration
de effet antibiotique, oul il est nécessaire d’obtenir une plage de concentrations sub-
optimales au site d’infection, celui qui procure la concentration la plus élevée pour une
dose donnée doit servir de référence pour déterminer les doses a administrer. La
concentration plasmatique de CTC semble étre un bon indicateur de sa concentration
dans le poumon (1’organe cible pour 4. pleuropneumoniae), car des études de
distribution tissulaire de I’OTC indiquent que le rapport des concentrations
pulmonaires et plasmatiques chez le porc est environ égal a 1 (Mercer et coll., 1978;
Black et Gentry, 1984). En raison de sa clairance plus élevée, il est raisonnable de
croire que le rapport de concentration poumon:plasma pour la CTC doit étre proche de
celui pour I’OTC. Par conséquent, des doses de CTC via I’aliment correspondant a 22,
44, 66 et 88 mg/kg/jour devraient nous procurer, d’aprés les simulations, des
concentrations plasmatiques moyennes approximativement égales a 25%, 50%, 75% et
100% de la CMI de la bactérie test, ce qui devrait étre suffisant pour documenter la

relation concentration-effet prophylactique.

Si ces doses de CTC via I’aliment devaient réussir & documenter adéquatement le
segment des concentrations ol aurait lieu la transition de I’effet clinique nul a I’effet

maximal, en revanche les résultats individuels seront difficiles a expliquer. En effet,




173

les CV associés aux estimés de biodisponibilité, de clairance et de la pente terminale
d’élimination issus de méta-analyse sont tous voisins de 50%, ce qui nous permet de
dire que la concentration plasmatique des antibiotiques étudiés sera trés variable pour
une méme dose. 1 était donc nécessaire de débuter notre expérimentation in vivo par
1’ administration une dose intraveineuse de CTC ou d’OTC pour obtenir des
estimations précises de leurs clairances et leurs volumes de distribution chez chaque

individu, et pour pouvoir calculer leurs biodisponibilités lors d’administration orale.

Nos résultats indiquent que la clairance de la CTC est significativement plus élevée
que celle de ’OTC, quelle que soit la voie d’administration, ce qui est conforme aux
résultats de la méta-analyse. Tel que discuté plus tot, cette différence pourrait €tre
associée a une plus grande élimination biliaire ainsi qu’au phénoméne de dégradation
spontané de la CTC dans les milieux neutre ou alcalins (Stephens et coll., 1954;
Kennedy et coll., 1998). Aussi, la clairance de la CTC était sujette & une plus grande
variabilité inter-individuelle que celle de P’OTC. Cette différence pourrait étre relice a
une contribution variable, d’un individu a I’autre, des processus d’élimination non-
rénaux de la CTC. En raison de sa plus grande stabilité et de son hydrosolubilité, les

processus d’élimination non-rénaux seraient marginaux chez ’OTC, ce qui se traduit

par une variance plus petite.

Le volume de distribution a Iétat d’équilibre de la CTC est plus grand que celui de
1’OTC, ce qui concorde avec ce qui avait 6té prédit par méta-analyse et qui est
conforme 2 leurs différences de liposolubilité respectives. Cependant, les différences
de volume de distribution observées lors des expériences de cinétique orale n’étaient
pas significatives du point de vue statistique. A I’instar de la clairance, la variabilité
inter-individuelle associée au volume de distribution de la CTC était plus grande que
celle de I’OTC, ce qui pourrait encore étre le reflet des différences entre leurs log-P
respectifs (Colaizzi et Klink, 1969). D’une part, il est rapporté que le schéma de
distribution des tétracyclines se caractérise par une boucle de recirculation entre le
compartiment vasculaire et la vessie (Milroy et coll., 1974; Wood et Leonard, 1983).
L’antibiotique qui s’accumule dans la vessie diffuse a travers sa paroi, a la faveur du

gradient de concentration, et retourne 3 la circulation sanguine via les canaux
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lymphatiques. En général, cette diffusion serait facilitée par la liposolubilité de
I’antibiotique, mais le pH de ’urine, sa teneur en cations divalents et la fréquence des
mictions agiraient comme facteurs de variation entre les individus. Cette différence
dans la variabilité inter-individuelle associée au volume de distribution pourrait aussi
étre expliquée en partie par des différences de composition corporelle, ce qui peut
encore étre le reflet des différences de log-P de ces deux antibiotiques. Méme si nous
avons exigé du fournisseur que des porcs ayant des ages et des poids uniformes nous
soient livrés et que ceux-ci aient été distribués aléatoirement a I’intérieur des groupes
de traitement (voir Section 5.2.5.), il est possible que les teneurs relatives en muscle,
gras, eau et os soient variables d’un individu a ’autre. Pour des raisons de faisabiliteé, il
était difficile d’ajouter un critére plus spécifique (par exemple I’adiposité) aux deux
critéres de sélection des animaux déja existants, ou encore de déterminer la
composition corporelle des animaux durant les expériences afin d’introduire cette co-
variable lors de I’analyse statistique. Toutefois, I’influence des différences de la
composition corporelle des individus sur la distribution sera encore fonction de la
liposolubilité de I’antibiotique (Rowland et Tozer, 1994). En définitive, il était logique
d’anticiper que le volume de distribution soit plus variable chez la CTC en raison de

son caractére plus lipophile (Colaizzi et Klink, 1969).

L’administration, 24 h aprés la dose intraveineuse, d’un repas médicamenté a permis
d’établir la biodisponibilité de la CTC et de 'OTC lors d’usage des pré-mélanges
commerciaux a la dose approuvée et a diverses doses hors-normes, qui correspondent
aux habitudes de prescription en médecine vétérinaire porcine. Tel qu’attendu, la
biodisponibilité orale de la CTC est largement supérieure a celle de ’OTC, mais leurs
valeurs sont quand méme plus faibles que chez d’autres animaux monogastriques.
L’estimé de biodisponibilité pour I’OTC est conforme a ce qui a été rapporté dans les
études précédentes, mais celui pour la CTC est supérieur & tous les estimés antérieurs
(voir Section 5.1.5.1.). Cette différence ne peut pas avoir été causée par un biais dans
|’estimation de I’AUC de la voie de référence, car le protocole d’échantillonnage est le
méme pour les deux médicaments et, tel que dit précédemment, la biodisponibilité de

’OTC n’a pas été surestimée. L aliment qui a ét¢ employé dans cette ¢tude est
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conforme aux recommandations nutritionnelles pour la teneur en cations divalents
(voir Annexe 4), ce qui était aussi le cas pour les études antérieures sauf lorsque le but

était d’étudier I’effet du Ca’™ sur la biodisponibilité (voir Section 5.1.4.1.).

Le choix de la méthode de détermination des concentrations plasmatiques pourrait
expliquer la plus grande partie des différences entre ’estimé de biodisponibilité de la
CTC de cette étude et les estimés des études précédentes. En effet, la majorité de ces
derniéres ont employé une technique de dosage microbiolo gique, ou le diameétre
d’inhibition de croissance d’une bactérie standard aprés 24 h d’incubation indique, par
rapport a la courbe d’étalonnage, la concentration d’antibiotique dans ’échantillon a
mesurer. Cependant, la CTC est instable en présence de matiére organique et au pH
neutre, de telle sorte qu’une étude rapporte que lorsque cet antibiotique a été ajoute
dans deux milieux de culture courants, il ne reste que 25% et moins de 1% de la dose
initiale aprés 24 h d’incubation a 37°C (Ray et Newton, 1991). Des observations
similaires sur I’instabilité de la CTC dans les milieux biologiques ont déja été
rapportées durant les années 1950 (Lepper, 1956). Dans une autre étude de cinétique
des tétracyclines chez le porc, des chercheurs ont employé une méthode de
chromatographie liquide qui ne fait pas usage d’un étalon interne (Nielsen et Gyrd-
Hansen, 1996). Cependant, il a été démontré que la précision de cette technique de

détermination des tétracyclines est insatisfaisante a moins qu’un étalon interne ne soit

ajouté (Limpoka, 1979).

La discordance entre I’estimé de biodisponibilité de notre étude par rapport aux études
précédentes pourrait aussi étre associce a la taille de I’échantillonnage étudié. En effet,
il est raisonnable de croire que, en raison de sa distribution lo g-normale, la moyenne
d’un paramétre pharmacocinétique risque d’étre sous-estimée avec des
échantillonnages de petite taille, car la densité de probabilité est plus élevée a gauche
de la moyenne qu’a droite. Ainsi, la seule équipe qui, comme nous, a employé une
méthode de chromatographie liquide avec étalon interne (Kilroy et coll., 1990)
rapporte 1’estimé de biodisponibilité orale de la CTC qui se rapproche le plus de celui
que nous avons obtenu dans nos expériences. Cependant, |’estimé obtenu par ces

chercheurs avec 5 porcs (17,9£5,3%) est inférieur A notre estimé de 27,2+9,5% obtenu
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avec 34 porcs, ce qui soulignerait la nécessité de travailler avec un échantillonnage de

taille suffisante.

Bien que des études antérieures rapportent que la CTC et ’OTC auraient des
pharmacocinétiques stationnaires par rapport a la dose administrée (Kilroy et coll.,
1990; Pijpers et coll., 1991), cette vérification était indispensable afin de s’assurer que
nos paramétres issus de 1’analyse cinétique non-compartimentale sont valides a des
fins d’inférence a la population (Dunne, 1993). L’administration via I’aliment de
différentes doses de CTC et d’OTC a permis de vérifier que la cinétique de ces
antibiotiques est indépendante de la dose administrée, tel que vérifié de fagon générale
par I’augmentation linéaire de ’AUC et de C,.ax en fonction de la dose, ainsi que par la
stationnarité de tmax. L’indépendance des parametres pharmacocinétiques par rapport a
la dose a aussi fait I’objet de vérification : les résidus” de régression linéaire des
estimés de paramétres cinétiques associés a la voie orale en fonction de ceux issus de
la dose intraveineuse n’ont pu étre expliqués par la dose administrée via ’aliment. Par
conséquent, les estimés de CL, V et F sont valides et les profils pharmacocinétiques

obtenus dans cette étude peuvent faire I’objet d’inférences a la population.

Accessoirement, la vérification de la stationnarité des parametres pharmacocinétiques
par rapport a la dose a permis de mettre en évidence que le devenir du médicament
chez I'individu change d’une prise d’antibiotique a I’autre. Les phénomenes reliés a
ces changements sont inconnus, mais il est possible de supposer que ces observations
soient en relation avec I’effet de promotion de croissance des tétracyclines. Des études
montrent que les porcelets qui consomment des d’aliments contentant de la CTC ont
des concentrations sériques de facteur de croissance insulinomimétique de type I (IGF-
T) plus élevées (Hathaway et coll., 1999), ce qui induit la prolifération des cellules
musculaires et osseuses ainsi que I’accumulation d’eau tissulaire. Ces changements
auraient pour effet d’augmenter le volume de distribution ou de diminuer la clairance
des tétracyclines, ce qui est compatible avec nos résultats. Une hypothése alternative

réside dans les différences de composition des formulations de CTC et d’OTC utilisées

"NB : Le résidu est égal a la valeur observée du parametre cinétique aprés administration orale moins la
valeur prédite avec I’équation de régression.
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pour I’administration intraveineuse et via I’aliment. En effet, du chlorhydrate de CTC
et d’OTC d’une grande pureté ont été administrés par voie intraveineuse, tandis que
88% de la masse des pré-mélanges pour I’aliment est constituée d’excipients et leur
contenu en sels de Ca’™ et de Mg' ™ est élevé. ° Par conséquent, il est raisonnable de
supposer que la calcémie et la magnésicmie puissent avoir augmenté chez les porcelets
suite a I’ingestion d’aliments médicamentés, ce qui aurait pour effet d’augmenter la
formation de complexes avec la fraction plasmatique libre des tétracyclines et leur
entreposage dans le tissu osseux en croissance. Par conséquent, les clairances des
antibiotiques non-liés aux protéines plasmatiques diminueraient et leurs volumes de
distribution apparents augmenteraient. Une troisieme hypothése découle d’une
synchronisation du comportement des porcelets avec ’horaire d’expériences. Dans ce
cas, ils demeureraient plus actifs durant le jour et a dormiraient durant la nuit, ce qui
changerait la fréquence de miction et favoriserait la réabsorption des tétracyclines a

partir de la vessie (Milroy et coll., 1974; Wood et Leonard, 1983).

Les différences de biodisponibilité, de clairance et de volume de distribution notées
font que la concentration plasmatique de CTC a I’¢tat d’équilibre soit environ 4 fois
plus élevée que celle d’OTC (voir Section 5.2.5.3.). Ce résultat est deux fois plus élevé
que ce que nos simulations avaient prédit, mais la plage de concentrations obtenue
g’étend entre 0,12 et 3,45 mg/L (respectivement la plus petite Croy d’OTC et la plus
grande Cnoy de CTC), ce qui correspond a 6% et 173% de la CMI de la souche d’4.
pleuropneumoniae utilisée lors de I’infection expérimentale. Les concentrations de

CTC et d’OTC dans le plasma avant I’inoculation de la bactérie étaient comparables a

leurs Cpoy respectives.

Ia maladie était évidente dés le premier examen clinique, mais son intensité variait
passablement entre les individus. Les médianes des cotes cliniques chez le groupes
CTC, OTC et contrdle étaient de 1,00, 10,25 et 9,50, respectivement, tandis que celles
de I’étendue des lésions a la nécropsie étaient respectivement de 1,3%, 12,7% et

21,3%. Dans les deux cas, le groupe CTC était significativement différent des deux

°NB : Le pré-mélange fournit une quantité de principe actif équivalente a 220 g/kg de chlorhydrate
d’antibiotique
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autres groupes de traitement, chez qui les résultats étaient comparables. Le rapport de
concentration poumon:plasma au moment de la nécropsie étaient égaux a 1 pour les
deux antibiotiques. Par conséquent, la différence de Cpoy d’un facteur 4 en faveur de la
CTC ne s’est pas estompée, comme sa fraction libre le suggérait. Plutot, elle s’est

traduit par un avantage d’un facteur 10 en faveur de la CTC méme si la CMI était

identique pour les deux antibiotiques.

En examinant les résultats individuels de cette étude, on peut constater que les deux
indicateurs de la gravité de la maladie (la cote clinique et 1’étendue des Iésions
pulmonaires) et leurs variabilités inter-individuelles respectives sont inversement
proportionnels & Croy, mais en suivant une relation non-linéaire. Cette géométrie est
suggestive du modele de Hill pour effets inhibiteurs, ou les bornes du segment de
transition se situent environ & 0,25 et 1 mg/L (voir Section 5.2.4.5.). La variabilité
inter-individuelle observée n’est pas surprenante car, méme avec un modele
d’infection standardisé, il est difficile de prévoir la réponse de ’animal a ’infection.
En effet, d’une part la souche d’A. pleuropneumoniae doit s’attacher a I’épithélium
respiratoire, proliférer et produire ses facteurs de virulence, ce qui sera affecté par
Iefficacité de I’appareil muco-ciliaire de I’animal. D’autre part, I’exposition aux
toxines ApxI et ApxII de la bactérie déclenchera chez les pneumocytes, les
macrophages et les cellules de I’endothelium une réponse inflammatoire et une
libération de cytokines variables, de méme que ’intensité de la migration de
neutrophiles activés. Dans ce cas, I'effet de I’antibiotique qui s’est accumul€ au site
d’infection sera fonction de sa concentration, mais aussi de I’efficacité de la bactérie a
proliférer dans I’arbre respiratoire et a exprimer ses facteurs de virulence, ainsi que de
Pintensité de la réponse inflammatoire et de la sécrétion de cytokines chez I’héte. Par
conséquent, il est logique que de faibles quantités d’antibiotiques puissent étre
suffisantes pour prévenir la maladie clinique chez une minorité d’animaux tandis que
d’autres sujets réagissent si violemment a la présence de la bactérie que méme une
concentration élevée d’antibiotique ne réussit pas a prévenir completement le cadre
clinique. En définitive, dans un cadre de thérapie de masse via I’aliment, ou I’infection

doit étre maitrisée chez le plus grand nombre d’animaux possible et qu’il faut une
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concentration d’au moins 1 mg/L pour prévenir adéquatement la maladie, le choix

logique est de prescrire de la CTC a une dose d’au moins 66 mg/kg de poids vif.

6.3. EFFET DE LA CTC ET DE L'OTC SUR LA PRISE
ALIMENTAIRE ET LA CROISSANCE

Si la dose requise pour maitriser adéquatement ’infection dans un cadre de thérapie de
masse via I’aliment a été bien établie, il est crucial toutefois que son application
n’induise pas une diminution de I’ingéré volontaire chez la population-cible. Dans
cette situation, la dose consommée serait sub-optimale chez une proportion de sujets,
ce qui augmenterait le risque d’échecs thérapeutiques, diminuerait la résistance des
animaux aux stress microbiologiques, physiques et chimiques, et favoriserait la
propagation d’antibiorésistance. De plus, une diminution non-rapportée de I’ingéré
volontaire dans notre étude se traduirait par des biais dans I’estimation des paramétres
pharmacocinétiques (clairance, biodisponibilité et volume de distribution) de
|’antibiotique du pré-mélange. Par conséquent, il était justifié d’examiner et de
comparer le comportement alimentaire de chaque sujet durant les jours ou celui-ci

n’était pas entravé par la réalisation des expériences cinétiques.

Méme si la CTC et I’OTC possédent les caractéristiques physiques et chimiques
requises pour donner un gofit amer a 1’aliment (ce qui pourrait causer une diminution
de consommation), la durée du repas, la quantité ingerce et la vitesse d’ingestion chez
les porcs des trois groupes €taient comparables. Ces paramétres étaient trés variables

d’un individu a Pautre, mais leur évolution chez I’individu était relativement constante

et était affectée par la masse initiale et I’age.

Le suivi individuel du comportement alimentaire nous a permis d’identifier une sous-
population (10% des sujets de 1’étude) d’animaux dont ’intérét pour 1’aliment était
moindre. Cette observation n’est pas banale du point de vue épidémiologique : tel que
mentionné ci-dessus, ’aliment est le véhicule de I’antibiotique prescrit dans un cadre
de prophylaxie des maladies infectieuses, mais aussi la source d’énergie et de protéines

qui assure le maintien des fonctions métaboliques. En plus de leur croissance,
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I’intégrité du systéme immunitaire et des voies de détoxication de ’organisme des
animaux peu motivés pourraient étre compromise, de méme que le remplacement des
cellules mortes (par exemple, les entérocytes). En conséquence, ces animaux auront
plus de chances d’agir comme multiplicateurs des agents pathogenes, ce qui aura pour
effet d’augmenter la pression d’infection et de favoriser la propagation de la maladie.
Les causes de cette moins grande motivation demeurent toutefois obscures : ces sujets
n’ont pas démontré des signes de maladie, ils n’ont pas eu de problémes d’adaptation
aux conditions de captivité, ils étaient distribués équitablement entre les 3 groupes de
traitement et I’activité d’ingestion de leurs voisins de cage n’a pas été une source de
motivation lors des repas. Une seule caractéristique physiologique a pu étre associée a
ce comportement aberrant : le poids de ]’animal au début de 1’étude, ce qui pourrait

nous laisser croire que ce comportement était déja présent avant leur arrivée dans les

locaux d’expériences.

En rapport aux paramétres de croissance des porcs du groupe contrdle et des groupes
traités, il est a signaler que leurs taux de conversion alimentaire (FCR)" moyens
étaient comparables, mais leurs variances respectives étaient significativement
différentes. Dans ce cas, les groupes de traitement peuvent étre classés en ordre
croissant de variabilité inter-individuelle : CTC > OTC > Contréle. Cet effet de
promotion de croissance est bien connu depuis les débuts de 1’age des antibiotiques
(Jukes, 1977), mais le mécanisme exact reste A étre élucidé. On a proposé qu’en
limitant la taille de 1’écosystéme bactérien intestinal, les antibiotiques diminueraient
les dépenses d’énergie et de protéines relatives a Pactivité des systémes immunitaire et
endocrinien, au métabolisme de détoxication et a la prolifération des entérocytes
essentielle a I'intégrité de 1’intestin (Thomke et Elwinger, 1998). Cependant, d’autres
chercheurs prétendent que les tétracyclines agiraient comme facteur de libération
d’hormones, qui interviennent dans I’anabolisme en général, par des mécanismes
autres que 1’effet antibiotique (Hathaway et coll., 1999). Quel que soit le mécanisme,
|’effet de promotion de croissance observe dans cette étude n’a pu étre profitable que

chez une minorité des individus de chaque groupe, car leur statut sanitaire général est

P Taux de conversion alimentaire : quantité ingérée + gain de poids durant la période d’étude.
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trés élevé (voir Section 4). Par conséquent, I’usage de ces antibiotiques en tant que
promoteurs de croissance est déraisonnable, car I’amélioration des conditions de
captivité, de ’hygiéne et des mesures de biosécurité peut réussir a améliorer la
croissance des porcelets au méme point que les antibiotiques. Cette alternative a
I’usage ergotropique des tétracyclines est d’autant plus intéressant que leur usage
prolongé dans des traitements de masse a de faibles doses contribuerait au
développement et & la propagation de bactéries résistantes dans I’écosysteme (Levy,

1992).




7. CONCLUSIONS

e I ensemble des résultats de cette étude confirme nos hypothéses de recherche :
si les différences structurelles entre la CTC et ’OTC ont un impact aussi
marqué sur une caractéristique physico-chimique fondamentale telle que le
coefficient de partage octanol:eau, cette différence doit aussi se refléter chez le
patient. Plus précisément, leurs diffusions respectives a travers des membranes
biologiques seront fonction de leurs valeurs de log-P, qui est 5 fois plus grande
pour la CTC que pour I’OTC. 11 etait donc possible de prédire que le volume de
distribution et la biodisponibilité de la CTC lors d’administration via I’aliment
seraient plus élevés que ceux de 'OTC. Par conséquent, des doses identiques
de ces deux antibiotiques via 1’aliment produiront des concentrations
plasmatiques de CTC plus grandes. Conjointement, ces parametres cinetiques
font que la concentration plasmatique moyenne de CTC a I’état d’équilibre soit

4 fois plus élevée que celle d’OTC lors du traitement via 1’aliment.

e Une deuxiéme hypothése qui a été vérifiée est que la corrélation concentration-
effet pour les tétracyclines n’est pas nulle, ¢’est-a-dire, que I’intensité de I”effet
varie en fonction des variations de concentrations, tel que démontré lors de
I’infection expérimentale avec une bactérie dont la CMI était identique pour Ja
CTC et ’OTC. Si cette hypothése était fausse, les différences d’efficacité entre
ces deux antibiotiques ne correspondraient pas aux différences notées dans
leurs relations dose-concentration. Dans cette étude, la sévérité de la maladie
chez le groupe CTC était 10 fois moindre que ce qui a été observé chez le
groupe OTC et chez les témoins. Accessoirement, les concentrations
plasmatiques totales de CTC et OTC donnent un bon estimé de leurs
concentrations pulmonaires respectives, et elles prédisent ’effet antibiotique de

facon satisfaisante.

e Sila sévérité de la maladie chez le groupe CTC était 10 fois moindre que chez

le groupe OTC, ceci ne veut pas dire que la CTC est 10 fois plus active que
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’OTC. Tl faudrait plutot s’interroger a propos de la capacité du pré-mélange
d’OTC a produire des concentrations efficaces aux doses administrées via
I’aliment quand sa biodisponibilité est de 5%. En effet, trop peu de sujets
auraient au niveau du site d’infection des concentrations d’OTC plus grandes
que la borne inférieure du segment de transition pour que effet général de
I’antibiotique soit significativement différent par rapport au groupe contrdle.
Ceci souligne I’importance de prescrire les antibiotiques a des doses
suffisamment élevées pour maitriser le pathogéne vise. Tout motif, politique ou
économique, de réduire la dose requise du point de vue PK/PD aura des
conséquences néfastes sur les chances de circonscrire 1’agent infectieux,

d’abréger la maladie chez la population malade et de préserver ’efficacité de

’antibiotique.

Seul 'usage du pré-mélange a une dose qui procure au moins 66 mg de
chlorhydrate de CTC par kg de poids vifa réussi & protéger le groupe entier de
porcs de la maladie expérimentale causée par une bactérie dont la CMI est
égale 4 2 mg/L. Selon les directives du N.C.C.L.S., la bactérie pour qui ce
résultat d’antibiogramme est obtenu doit étre considéré « sensible. » Cette dose
via I’aliment est 3 fois plus élevée que la dose approuvee en Amérique du
Nord. Cette constatation souléve un probléme de fond : les pré-mélanges de
tétracycline n’ont pas été optimisés du point de vue biopharmaceutique. En
effet, la teneur en cations divalents des pré-mélanges nuit a la libération du
principe actif et & son absorption, ce qui expose la flore bactérienne a des
quantités superflues d’antibiotique. Dans le contexte d’émergence
d’antibiorésistance, il devient impératif d’élucider les causes
biopharmaceutiques et pharmacocinétiques de la faible biodisponibilité des

pré-mélanges actuels et de mettre au point de nouvelles formulations

optimisées.

Une autre conclusion de cette étude concerne la validité de I’antibiogramme et

de 1a CMI comme indicateurs de la concentration efficace in vivo. Dans cette
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étude, les infections expérimentales ont ¢té réalisées avec une souche d’A.
pleuropneumoniae dont la CMI déterminée dans des conditions in vifro est
environ deux fois plus élevée que la concentration minimale qui sature 1’effet
in vivo. A des concentrations plus élevées, il n’y a pas eu d’amélioration
significative de I’efficacite prophylactique. Cela nous permet de penser que soit
la sensibilité de la bactérie aux antibiotiques est plus élevée in vivo qu’in vitro,
soit I’antibiotique produit d’autres effets bénéfiques que celui qu’il exerce sur
la taille nette de la population bactérienne. Dans cette derniére avenue, nous
pouvons retrouver I’inhibition de I’expression des facteurs d’attachement de la
bactérie au niveau du lipopolysaccharide, I’inhibition de la synthése des toxines
Apx ou de facteurs antiphagocytaires. De plus, il est possible que cette
divergence entre la CMI et la concentration minimale qui sature 1’effet in vivo
puisse étre associé a la chélation du Zn"" par les tétracyclines, ce qui inactive
les métalloprotéinases et empéche I’exacerbation de la réaction inflammatoire.
Cette derniére avenue est particuliérement intéressante, car elle permettrait a de
nouvelles molécules d’étre utilisées pour moduler ’intensité de la réponse a
’infection dans certains cadres particuliers, tel que la pleuropneumonie

porcine.
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9.1. ANNEXE I. ETAPES DE LA PRODUCTION
INDUSTRIELLE DES TETRACYCLINES

9.1.1. Isolement de l'organisme

Les procédures d’isolement de S. aureofaciens 4 partir du sol sont décrites dans
le brevet de Duggar (U.S. Pat. # 2.482.055, 1949). En bref, une suspension
aqueuse de sol est chauffée pour éliminer les organismes indésirables. Ensuite,
la suspension sert & inoculer une gélose qui sera incubée a la température
optimale pour la croissance des streptomycetes, soit 26-28°C. Les colonies

ayant les caractéristiques recherchées sont repiquées et ré-ensemencees.

Le brevet de Sobin et coll. (U.S. Pat. #2.516.080, 1950) décrit la souche de
Streptomyces rimosus découverte par les laboratoires PFIZER ainsi que les
techniques de production de mutants a I’aide, entre autres, de gaz moutarde, de
rayons X ou de rayons UV. Dans les laboratoires MERCK, SHARP &
DOHME, Stoudt et coll. produisent de I’OTC a partir d’une souche de
Streptomyces apparemment différente de S. rimosus et de S. platensis (U.S. Pat.
#3.113.077, 1963), avec laquelle ils obtiennent des mutants par les méthodes

énumérées ci-dessus.

9.1.2. Production de I'inoculum

Pour produire une quantité suffisante de bactéries pour ensemencer le milieu de
fermentation, S. aureofaciens est ensemencé sur un milieu liquide contenant
des sources d’azote organique ou inorganique, des sources d’énergie et divers
&léments-trace favorisant leur croissance (entre autres, K, Mg, Mn, Cu, Zn). Le
milieu de culture est agité durant les 24 4 36 h d’incubation. La composition
exacte du milieu de culture dépend de la souche employée, tel qu’indiqué dans

le brevet de Niedercorn (U.S. Pat. # 2.609.329, 1952).
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Sobin et coll. (U.S. Pat. #2.516.080, 1950) produisent I’inoculum de S. rimosus
avec des pentes d’agar (beeuf et lactose ou milieu d’Emerson) ou des bouillons
de culture 4 base de caséine hydrolysée, de dextrose et d’extrait de levure,
auxquels ils ajoutent du NaCl et du CaCO;. Aprés ajustement dupHa6.7et
stérilisation, le bouillon est ensemencé et incubé avec aération et agitation

pendant 25 h.

9.1.3. Fermentation

Duggar (1949) indique dans son brevet de production de CTC que le milieu de
fermentation contient des sources de carbone, des sources d’azote, des sels
minéraux et des traces de différents métaux. L’infusion de mais est un
ingrédient aux propriétés intéressantes : il fournit une bonne partie du carbone
et de 1’azote requis, ainsi que la plupart des élements-trace, ce qui simplifie la
recette. Le brevet de Pidacks et Starbird (U.S. Pat. # 2.586.766, 1952) precise
la composition du milieu de fermentation : 1% d’infusion de mais (contenant
50% de matiére séche), 1% de saccharose, 0.2% de (NH4):HPO4, 0.2% de
KH,PO,, 0.025% de MgSO; - 7TH»0, 0.1% CaCO3, 0.00033% de MnCl,-4H,O
et de CuSOy-5H,0, et 0.005% de ZnSOy4 - 7TH20. Niedercorn (U.S. Pat. #
2.609.329, 1952) élargit la liste des ingrédients du milieu de fermentation et en
modifie leurs proportions respectives. Pour accélérer la production
d’antibiotique, le volume d’inoculum a préparer devrait étre d’environ 1 et 5%
du volume du milieu de fermentation. Le milieu ensemencé est incube a la
température d’usage dans une cuve de fermentation, ou il est aéré et agité
continuellement, ce qui requiert ’usage d’agents anti-moussants (par exemple,

I’huile de lard). La récolte maximale d’antibiotique se produit apres 30-40 h de

fermentation.

Niedercorn (1952) remarque que la production de CTC augmente quand le pH
est maintenu entre 6,4 et 7 durant toute la durée de fermentation et que I’on
ajoute des cations divalents pour séquestrer les métabolites toxiques pour S.

aureofaciens (probablement la CTC). Les précipités de CaCOj et de




XXX1

Mg;3(POy), s’avérent des tampons efficaces qui liberent graduellement les
cations requis. Petty (U.S. Pat. # 2.709.672, 1955) montre que les milieux ou la
croissance de S. aureofaciens est maximale n’optimisent pas nécessairement la
production de CTC. Il signale que, dans un milieu de fermentation riche en
chlorures, certaines souches mutantes de S. aureofaciens produisent beaucoup
plus de CTC. Ces souches mutantes produiront aussi beaucoup plus de
cobalamines si du cobalt est disponible (par exemple, sous forme de CoCly). Il
est & signaler qu’a cette époque, les cobalamines étaient suspectées d’agir
comme facteurs de croissance chez le porc et la volaille, tel qu’indiqué dans le

brevet de Jukes (U.S. Pat. # 2.619.420, 1952).

Vers la fin des années 1950, on réussit & augmenter le rendement de
fermentation en CTC par I’usage d’adjuvants, qui favorisent la production de
CTC au détriment de leurs contreparties non-halogénées ou qui agissent
comme précurseurs des tétracyclines halogénées. Dans la premiére voie,
Szumski (U.S. Pat. # 2.871.167, 1959) fait mention des ions fluorure, Goodman
(U.S. Pat. # 3.050.446, 1962) propose le cuivre ou encore la d-méthionine et le
5-fluorouracile (U.S. Pat. # 3.145.154, 1964). Dans la deuxiéme voie, le brevet
de McCormick et coll. (U.S. Pat. # 2.970.947, 1961a) rapporte que I’ajout de
co-facteur synthétique 1, produit par une souche mutante de S. aureofaciens,
aux milieux de fermentation décuple la quantité de CTC produite par d’autres
souches. Des résultats similaires sont décrits par Miller et coll. (U.S. Pat. #
2.987.449, 1961) avec de la riboflavine ou d’autres molécules portant le
groupement oxime. McCormick et coll. (U.S. Pat. #2.998.352, 1961b)
rapportent qu’une deuxiéme souche de Streptomyces (S. aureofaciens ou autre)
qui ne peut synthétiser d’antibiotique peut étre ajoutée au milieu 24 248 h
aprés le début de fermentation avec la souche productrice de CTC. Les deux
souches agiraient alors en synergie. Enfin, Szumski rapporte que I'urée
augmenterait aussi le rendement de fermentation en CTC (U.S. Pat. #

3.121.670, 1964).
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Pour produire I’OTC, Sobin et coll. (U.S. Pat. #2.516.080, 1950) emploient un
milieu de fermentation de composition similaire & ceux décrits précédemment :
une source de glucides (sucres, amidons, glycérol), une source d’azote
organique (farine de soja, gluten de blé, farine de coton, lactalbumine, caséine
hydrolysée, peptone trypsique), des adjuvants (dréche de distillerie, extrait de
levure, NaCl, K3POs, MgSOs, NaNOs3), des tampons (CaCO3) et de I’huile
végétale. L incubation est faite a 24-30°C. Goodman (U.S. Pat. # 2.871.166,
1959) élargit la liste d’ingrédients du milieu de fermentation et rapporte que
I’ajout d’ion fluorure augmente le rendement en OTC de 70%. Chez les
laboratoires LEDERLE, McCormick et coll. observent que la technique de
fermentation en co-culture est synergique aussi pour la production d’OTC (U.S.

Pat. # 2.998.352, 1961).

9.1.4. Récupération du principe actif

Diverses méthodes de récupération de la CTC a partir du brassin ont fait I’objet
de brevets. Au préalable, la biomasse doit étre retirée par filtration. Par la suite,
Pidacks et Starbird (U.S. Pat. # 2.586.766, 1952) proposent d’adsorber la CTC
du filtrat avec un milieu adsorbant tel que la terre de diatomées. L’antibiotique
est récupéré en lavant la colonne adsorbante avec une solution acide d’alcool.
Dans un deuxiéme brevet (U.S. Pat. # 2.655.535, 1953), Pidacks et Starbird
récupérent la CTC par extraction avec un solvant apolaire aprés avoir acidifié
le filtrat. Harms (U.S. Pat. # 2.658.077, 1953) ajoute un solvant apolaire pour
cristalliser la CTC présente dans une solution aqueuse et acide a laquelle on
ajoute du chlorure de sodium. Cette méthode peut aussi servir pour récuperer
]’antibiotique & partir de la biomasse retirée par filtration. Winterbottom et coll.
(U.S. Pat. # 2.671.806, 1954) proposent une méthode ot la CTC cristallise
suite & I’ajout d’amines qui alcalinisent le filtrat. Les bases azotées sont
préférées parce que 1alcalinisation du filtrat est plus facile a contrdler et que la
CTC se dégrade & des pH trop élevés. D’autres méthodes de récupération de la

CTC a partir de la biomasse ont été proposées par Starbird et Pidacks (U.S. Pat.
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#2.740.816, 1956a; U.S. Pat. # 2.763.681, 1956b) et Fox et coll. (U.S. Pat. #
2.875.247, 1959).

Pour récupérer 1’OTC du brassin acidifié et filtré, Sobin et coll. ont développé
diverses techniques (U.S. Pat. #2.516.080, 1950). La premiére consiste a
adsorber ’antibiotique sur du charbon activé, lequel subira des lavages avec
une solution acide d’alcool pour dissoudre ’OTC. Divers traitements du liquide
de lavage permettent de récupérer I’antibiotique. L’OTC présente dans le
brassin peut aussi étre adsorbée avec certains solvants organiques, lesquels sont
choisis en fonction du type d’ajustement du pH du brassin. La deuxiéme
technique est d’extraire ’OTC a partir du filtrat & I’aide du butanol. Le principe
actif est ensuite extrait du butanol par précipitation en milieu acide ou par
d’autres méthodes. Pour récupérer ’OTC a partir du brassin filtré, Regna et
coll. le font précipiter en ajoutant des colorants acides aryl-azo-sulphoniques et
de sels ioniques au filtrat (U.S. Pat. #2.649.480, 1953). Ensuite, le précipité est
traité pour en tirer le principe actif. Buckley et coll. proposent de cristalliser
’OTC en un sel non-hygroscopique qui a I’avantage d’€tre plus stable et dont
|activité par unité de poids est plus facile a prédire (U.S. Pat. # 2.867.661,
1959). Ceci est accompli a 1’aide de substances organiques oxygeénées, inertes
envers Pantibiotique et liquides a la température recherchée. Enfin, Blase décrit

une méthode de purification (U.S. Pat. # 2.873.276, 1959).




9.2. ANNEXE II. LE RIBOSOME BACTERIEN
STRUCTURE ET FONCTION

Les ribosomes sont le siége de la synthése des protéines (Figure 23). Chez les
organismes procaryotes, ces organelles ont un coefficient de sédimentation de 70S. Le
ribosome bactérien est formé de deux sous-unités, 30S et 508, qui sont respectivement
composées de 21 et 34 protéines différentes. De plus, la sous-unité 30S possede le brin
16S d’ARN ribosomal (ARN)) tandis que la 50S est pourvue de deux brins d’ARN|,
’un de 23S et I’autre de 5S. L’association entre les deux sous-unités du ribosome est

dépendante de la présence d’ions Mg (Gale et coll., 1972).

Les protéines sont un assemblage d’une ou plusieurs chaines d’acides aminés. Ces
molécules sont convoyées vers le ribosome par les ARN de transfert (ARNy) sous la
forme d’un complexe aminoacyl-ARN;. Chez Escherichia coli, la syntheése protéique
débute lorsque I’extrémité 5' de ’ARN messager (ARN},) & transcrire se fixe sur la

sous-unité 30S du ribosome. Le codon initiateur de la synthese protéique de ’ARN,

Figure 23. Etapes de la synthése protéique chez les Escherichia coli (lettres a-g :
séquence des événements).

1. Initiation de la synthese 2. Transfert du peptide
a
' d

_ Peptidyl

ARN,

&Cadon AUG Codon UAG

3. Translocation du site A au site P

codon UAG £
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est le triplet adenine-uracile-guanidine (AUG), qui encode pour un complexe
méthionine et d’ARN; particulier ou I’acide aminé re¢oit un groupe formyl grace a
’action de la transformylase. Le complexe formylméthionyl-ARN; se lie au site A

(« aminoacyl ») du 308 porteur de ’ARNp. La sous-unité 50S, qui contient I’enzyme

de formation du lien peptidique, vient finalement compléter le ribosome (Figure 23 :

étape 1).

Lors de la phase d’élongation, le ribosome avance d’un codon en direction 3' et e
complexe formylméthionyl-ARN; perd le résidu formyl et se déplace vers le site P

(« peptidyl ») de la sous-unité 30S. Un complexe aminoacyl-ARN; correspondant au
nouveau codon vient alors occuper le site A, et la peptidyl-transférase de la sous-unité
508 proceéde au transfert de la chaine peptidique (longue d’un acide aminé a ce stade-
ci) du site P et & son attachement a ’acide aminé du site A (Figure 23 : étape 2).

L’ ARN;, dépourvu du peptide est alors dégagé du site P pour que le peptidyl-ARN;
puisse prendre sa place (Figure 23 : étape 3). Ce processus d’élongation se poursuit
jusqu’a ce qu’un codon UAG, UAA ou UGA, qui signalent la fin de synthese, ne soit

rencontré (Figure 20 : étape 4). Le peptide complet est alors libére.




9.3. ANNEXE III : ANTIBIOTHERAPIE ET
ANTIBIORESISTANCE

Durant les années 1960, on envisageait avec optimisme un avenir ou les maladies
infectieuses seraient éradiquées de la planéte ou, du moins, qu’elles deviendraient un
probléme de santé mineur. En effet, de nombreuses familles d’antibiotiques avaient €té
découvertes, surtout entre 1940 et 1960, et leur efficacité clinique était si remarquable
qu’il semblait presque impossible qu’une infection bactérienne puisse étre mortelle si
le malade se rendait a temps a I’hopital (Burnet, 1962). Aujourd’hui,
|’antibiorésistance est en progression partout dans le monde (O'Brien, 1997) et des
patients meurent des suites d’infections a bactéries résistantes envers tous les
antibiotiques disponibles. 4 posteriori, I’optimisme de jadis peut paraitre naif quand on
considére la grande flexibilité génétique qui permet aux bactéries de s’adapter aux
situations auxquelles elles sont confrontées (Davies, 1997). L’Organisation Mondiale
de la Santé considére que le probléme actuel d’antibiorésistance est un enjeu prioritaire
a I’échelle globale (Brundtland, 2000) et exhorte tous les intervenants a déployer des

efforts massifs pour corriger la situation avant qu’elle ne devienne irrémédiable.

9.3.1. Le probléme d’antibiorésistance chez
I"'homme

L’antibiorésistance est apparue tot aprés la commercialisation de la majorité
des antibiotiques (Levy, 1997). Quoique couramment observé a partir des
années 1950, ce phénomeéne n’était pas percu comme un véritable probleme car
le spectre de résistance des bactéries était étroit et les alternatives
thérapeutiques nombreuses. De plus, les bactéries résistantes étaient confinées
au milieu hospitalier et certaines épidémies de bactéries résistantes pouvaient
méme étre auto-limitantes (Phillips, 1998). Par exemple, la pénicilline mise au
point durant la Deuxi¢me Guerre Mondiale a permis d’enrayer I’épidémie de
maladies 2 streptocoques résistants chez les marins, chez qui un traitement
prophylactique de masse aux sulfamides était institué dés 1’embarquement.

L’épidémie de Staphylococcus aureus résistants a la méthicilline (MRSA) du
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début des années 1960 s’est tue soudainement, sans que 1’on puisse déterminer

les raisons naturelles ou iatrogénes de leur déclin.

Les bactéries impliquées dans le probléme actuel ont un spectre
d’antibiorésistance beaucoup plus large que leurs prédécesseurs et peuvent
aussi développer plus rapidement des résistances envers les antibiotiques
prescrits. De plus, ’antibiorésistance déborde I’hopital et se retrouve dans le
milieu communautaire. Les entérocoques résistants a la vancomycine, les
MRSA, qui menacent aussi de devenir résistants a la vancomycine (Rubin et
coll., 1999), et divers batonnets Gram-négatifs, entre autres Pseudomonas
aeruginosa (Quinn, 1998), sont associés a des infections nosocomiales
extrémement difficiles a contrdler, surtout chez les patients aux soins intensifs
et les patients immunodéprimés (Huovinen, 1999). Certaines souches sont
résistantes 4 tous les antibiotiques de la pharmacopée actuelle. A DPextérieur de
’hépital, I’incidence d’infections a Streptococcus pneumoniae antibiorésistants
augmente, de méme que la tuberculose, la gonorrhée, les infections a
Haemophilus influenzae, ainsi que les diarrhées a Escherichia coli, aux
salmonelles et & Campylobacter spp. Les dysenteries a Shigella
antibiorésistantes sont aussi un probléme majeur dans le Tiers-Monde (Cohen,
1997). Ces bactéries portent plusieurs génes et sont résistantes aux pénicillines
et céphalosporines, aux aminosides, macrolides, fluoroquinolones, tétracyclines

et 2 la combinaison triméthoprime-sulfamides.

Les autorités américaines ont identifié une série de facteurs qui favorisent

I’émergence de maladies & bactéries antibiorésistantes (Cohen, 1997) :

(D) LES CHANGEMENTS DEMOGRAPHIQUES ET COMPORTEMENTAUX DE LA
SOCIETE. Le vieillissement de la population, le SIDA, les maladies
chroniques (cancer, diabéte) qui affaiblissent I'immunité, les thérapies
immunosuppressives et la malnutrition augmentent le risque de
développement de maladies infectieuses et d’antibiorésistance. Les

garderies favorisent la propagation de pathogénes et ’'usage
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d’antibiotiques chez les enfants est souvent abusif. Les voyages trans-
continentaux sont plus fréquents, ce qui augmente le risque de
propagation de bactéries antibiorésistantes. La promiscuité sexuelle et la
dépendance aux drogues favorisent aussi le développement et la

propagation d’antibiorésistance.

LES PROGRES TECHNOLOGIQUES. La durée de séjour a I’hdpital a
augmenté en raison de la plus grande maitrise thérapeutique des
maladies chroniques. En contrepartie, 1’exposition aux bactéries
antibiorésistantes du milieu hospitalier en est prolongée. De la méme
facon que les garderies, 1’¢levage intensif d’animaux de consommation
favorise la propagation de pathogenes et ’antibiothérapie de masse
favorise le développement de résistances. Les réseaux de distribution
commerciale, de plus en plus vastes et rapides, permettent aux maladies

d’origine alimentaire de se propager de fagon ¢épidémique.

L’EXODE VERS LES GRANDES VILLES. La densité de population des villes
augmente, ce qui détériore les conditions d’hygiéne et favorise la
propagation de maladies et de bactéries porteuses de génes de

résistance.

LES ECHANGES INTERNATIONAUX. Tel que mentionné plus haut, les
voyages sont plus fréquents et les distances parcourues plus longues.
Ceci favorise la propagation de bactéries antibiorésistantes via des
vecteurs humains ou des animaux, par des plantes ou encore via les

denrées alimentaires.

LA CAPACITE D’ ADAPTATION BACTERIENNE. Ce point sera discuté plus

loin.

LE DESENGAGEMENT DES GOUVERNEMENTS DANS LES SOINS DE SANTE.

Les contraintes budgétaires des hopitaux incitent a faire augmenter la
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population de patients. Il s’en suit que le ratio patients:personnel
soignant est trop élevé, ce qui favorise la transmission de bactéries, rend
difficile le maintient des conditions d’hygiéne et le suivi des patients.
De plus, les budgets alloués au depistage de P’antibiorésistance sont
insuffisants pour une détection précoce et un suivi efficace (Hughes et

Tenover, 1997).

1.’émergence d’antibiorésistance se produit dans un contexte de léthargie de la
recherche sur les antibiotiques. Le rang de priorité de ce secteur de recherche a
diminué avec les changements démographiques de la société et du grand
nombre de préparations antibiotiques disponibles sur le marché. Le
vieillissement de la population a rendu certains médicaments plus lucratifs, par
exemple les agents anticancéreux et les médicaments pour les maladies
cardiovasculaires, pour I’impuissance ou pour I’obésité. Pour s’attaquer a

1’ antibiorésistance, on a mis au point en premier lieu des antibiotiques
appartenant & des familles délaissées depuis longtemps. Certaines d’entre elles
étaient par contre employées comme promoteurs de croissance : c’est le cas de
la vancomycine (glycopeptide) et de la combinaison quinupristine-
dalfopristine, deux streptogramines apparentées a la virginiamycine. En
paralléle on explore de nouvelles avenues de recherche : produire de nouvelles
molécules qui esquivent des mécanismes de résistance connus a partir des
noyaux antibiotiques existants, produire des molécules inhibitrices des
mécanismes de résistance et synthétiser de nouveaux noyaux antibiotiques
(Kessler, 1997). Jusqu’a présent, les résultats sont mitigés, et la synthése de
nouveaux noyaux antibiotiques est plus ardue que ’on avait anticipé, méme
avec Iélucidation du génome bactérien. Souvent, les nouvelles molécules n’ont
méme pas les caractéristiques requises pour ’usage in vivo et méme in vitro
(Kessler, 1997). En définitive, il est peu réaliste d’espérer que de nouvelles

molécules soient disponibles dans un proche avenir.
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9.3.2. Rble de l'agriculture dans
l’antibiorésistance

Le corps médical considére que Iutilisation d’antibiotiques en médecine
yétérinaire favorise significativement le développement et la propagation
d’antibiorésistance, ce qui constituerait un risque pour la santé publique. Si leur
usage ergotropique ! chez les animaux de consommation est principalement mis
en cause (Piddock, 1996; Witte, 1997; Khachatourians, 1998; Witte, 1998;
Aarestrup, 1999; van den Bogaard et Stobberingh, 1999), I’'usage thérapeutique
des antibiotiques vétérinaires commence aussi a étre surveillé plus étroitement
méme chez les animaux de compagnie (Devriese et coll., 1996; Helmuth et
Protz, 1997; Malory et coll., 1999; Sternberg, 1999). Au cours des 40
derniéres années, des dizaines de réunions scientifiques ont examiné la relation
entre 1’usage d’antibiotiques en médecine vétérinaire et I’antibiorésistance des
pathogénes humains. Aucune conclusion n’a pu étre portée jusqu’aux années
1990 quant & I’existence ou I’absence de ce lien. Quoique I’on connaisse le
transfert plasmidique des génes de résistance depuis les années 1960, cette
controverse ne pouvait étre élucidée en raison du manque de données et de la
nature multi-factorielle du probléme (Radostits, 1999). Par contre, il était bien
établi dés les années 1960 que la prévalence d’antibiorésistance était en
progression chez la microflore des animaux de consommation et le risque que
cette résistance soit transmise a la flore de ’homme via les denrées alimentaires
ne pouvait étre négligé. Dans cette optique, la commission Swann
recommandait d’interdire 1’usage ergotropique des antibiotiques utilisés chez
I’homme (Radostits, 1999). Faute de preuves satisfaisantes, les Etats-Unis et le
Canada avaient rejeté ces recommandations (Prescott, 1997) et poursuivi
I’'usage ergotropique de la pénicilline G et des tétracyclines, auxquelles s’est
ensuite ajoutée la tylosine. Cependant, la biologie moléculaire nous fournit
maintenant des preuves plus solides que les genes de résistance que les

bactéries (animales et humaines) développent lors d’exposition aux

9 du grec ERGON = travail et TROPOS = direction; qui est destiné a la promotion de croissance ou des
performances zootechniques.
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antibiotiques (vétérinaires ou humains) transitent entre les écosystémes animal,
agricole, humain et ailleurs dans la biosphere. De plus, les bactéries possedent
divers mécanismes qui facilitent le développement et la diffusion des genes

d’antibiorésistance dont la performance augmente de génération en génération.

L Europe exige a présent que 1’on évalue le potentiel de développement
d’antibiorésistance des promoteurs de croissance pour qu’ils conservent leur
homologation, mais rien n’est fait a propos des antibiotiques utilisés en
prophylaxie et thérapie vétérinaires (Helmuth et Protz, 1997). Certains se
demandaient périodiquement si cette omission serait a I’origine de I’émergence
d’antibiorésistance en Europe malgré 1’application des recommandations du

comité Swann (Anonyme, 1980; Linton, 1981).

9.3.3. Mécanismes de résistance

Les bactéries peuvent étre naturellement résistantes a certaines classes
d’antibiotiques. Cette résistance intrinséque est souvent expliquée par la nature
de I’antibiotique. Par exemple, les pénicillines et céphalosporines visent les
enzymes responsables de la formation et I’entretien de la paroi bactérienne, qui
est absente chez les mycoplasmes (Taylor-Robinson et Bebear, 1997).
L’environnement physico-chimique des bactéries peut aussi induire

|’ antibiorésistance : les bactéries anaérobiques sont résistantes aux aminosides,
qui dépendent de la présence d’oxygene pour étre absorbés par les bactéries
(Rasmussen et coll., 1997). De plus, les bactéries ont diverses fagons
d’échapper a I’action des antibiotiques (Figure 24). On peut regrouper en deux

catégories les divers mécanismes :

e MECANISMES PHARMACOCINETIQUES : les bactéries tentent avec ce type

de mécanismes d’éviter que le principe actif ne s’accumule au site
d’action. La paroi Gram-négative de certains batonnets est relativement
imperméable et I’absorption des antibiotiques est entravée. Cette

IMPERMEABILITE peut étre le résultat de la structure du
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lipopolysaccharide, qui empéche la diffusion de la vancomycine et
autres molécules de grande taille (Figure 24), ou de la nature des
mécanismes de transport membranaires, qui diminuent 1’absorption des
antibiotiques sans diminuer celle des nutriments. L’ imperméabilité
explique certaines résistances aux glycopeptides, aux aminosides, a la
colistine et aux P-lactamines (Hancock, 1998). Un autre mécanisme est
’usage de protéines de transport qui augmentent I’EXCRETION des
antibiotiques. Certaines pompes d’efflux ont une certaine spécificité de
substrat, les tétracyclines par exemple (Roberts, 1996), mais d’autres
pompes sont beaucoup moins specifiques et peuvent excréter diverses
classes d’antibiotiques non-apparentées, de désinfectants, de détergents,
de métaux lourds et de substances toxiques pour les bactéries tel que des
sels biliaires (Nikaido, 1998). La BIOTRANSFORMATION reste cependant
le mécanisme le plus connu : une enzyme modifie chimiquement le
principe actif pour I’inactiver. C’est le cas entre autres des B-lactamines

(Figure 24), des aminosides et du chloramphénicol.

MECANISMES PHARMACODYNAMIQUES : cette catégorie de mécanismes

de résistance vise a diminuer I’effet du principe actif qui s’accumule au
site d’action. Certaines bactéries développent des VOIES METABOLIQUES
ALTERNATIVES : ces organismes ont des enzymes d’urgence non-visées
par I’antibiotique, qui prennent la reléve en cas d’exposition a ce
dernier. La résistance au triméthoprime et celle aux pénicillines chez les
streptocoques est associée a ce type de mécanisme. Aussi, les cibles
bactériennes peuvent étre rendues INVULNERABLES & ’action des
antibiotiques. Ceci peut se produire via des protéines qui protégent la
cible (tétracyclines) ou par des enzymes qui modifient le site
d’attachement de I’antibiotique sur la cible (macrolides). Aussi, des
mutations du géne de I’ ADN-gyrase altérent la polarite de cet enzyme et

causent la résistance aux fluoroquinolones (Gootz et Brighty, 1996).
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9.3.4. Génétique de I'antibioresistance

Les mécanismes d’antibiorésistance sont encodés dans des génes qui peuvent
avoir été mis au point a partir du propre génome de la bactérie (origine
endogéne), ou bien avoir été acquis de I’extérieur (origine exogene) (Courvalin,
1996). Les génes d’origine endogene sont obtenus essentiellement par
mutation. C’est le cas des p-lactamases, qui étaient autrefois des enzymes
d’entretien de la paroi bactérienne (Massova et Mobashery, 1998), des pompes
d’efflux des tétracyclines qui avaient pour role premier le maintien du potentiel
de membrane ou du pH homéostatique de la bacterie (Cheng et coll., 1996). Les
pompes d’efflux impliquées dans le phénotype de multi-résistance
proviendraient des protéines permettant aux bactéries de survivre a la présence
de produits toxiques tels que les métaux lourds et les sels biliaires. Ces
mutations se produisent de fagon sporadique dans la population bactérienne,
méme en absence d’antibiotique, et ne cherchent pas a produire spécifiquement

un mécanisme de résistance (Courvalin, 1996). Cependant, I’incidence

Figure 24. Mécanismes d'antibiorésistance chez les bactéries.
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d’antibiorésistance augmente chez les bactéries soumises a des stress non-
létaux d’origine thermique, antibiotique ou de toute autre nature et leur issue est

souvent bénéfique (Baquero et coll., 1998; Hall, 1998).

Les génes d’antibiorésistance d’origine exogéne peuvent étre acquis de trois
facons (Figure 25). Les bactéries peuvent capter des brins d’ADN libres qui
sont présents dans le biotope, ce qui est connu comme la TRANSFORMATION.
Les génes assimilés sont incorporés au génome de la bactérie réceptrice s’ils
proviennent d’une bactérie apparentée. L’ADN exogene proviendrait de
bactéries mortes, mais on craint que celui qui se trouve parmi les impuretés des
préparations antibiotiques commerciales produites par fermentation puisse
avoir un lien avec I’émergence d’antibiorésistance (Webb et Davies, 1993). Le
deuxieme mode est la TRANSDUCTION, ol un virus sert de vecteur pour la
transmission du géne. C’est aussi un mécanisme relativement exclusif car les
virus sont spécifiques d’héte. Au laboratoire, la transformation est couramment
utilisée dans les études sur I’antibiorésistance mais sa prévalence dans la nature
est inconnue (Olsen, 1999). Par contre, on sait que des bactéries se transforment
génétiquement dans les biotopes naturels et dans les denrées alimentaires,
méme aux températures de réfrigération (Baur et coll., 1996; Bauer et coll.,
1999). La transduction jouerait un role important dans la propagation

d’antibiorésistance chez S. aureus et chez les Pseudomonas (Olsen, 1999).

Le mode d’acquisition de genes exogenes d’antibiorésistance le plus important
est, sans doute, la CONJUGAISON (Figure 25). Contrairement aux deux autres
modes d’acquisition de génes, la proximité phylogénique des bactéries n’est pas
un pré-requis a la conjugaison (Salyers et Amabile-Cuevas, 1997) : il suffit que
les bactéries puissent entrer en contact étroit pour s’échanger du matériel
génétique. Les deux bactéries peuvent étre des résidents du méme biotope ou
bien étre en transit & partir de biotopes différents. Classiquement, la bactérie
donneuse porte un plasmide, dont une copie sera produite et ensuite transférée a
]a bactérie accepteuse. Plusieurs plasmides sont autonomes : ils portent les

génes requis pour assurer leur propre duplication ainsi que pour réaliser la
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conjugaison. On a récemment découvert que les transposons jouaient un role
majeur dans la propagation d’antibiorésistance en raison de leur capacité a se
propager par conjugaison (Figure 25). Les transposons sont des portions de
chromosome ayant la faculté de s’extraire de ce dernier et ainsi passer au
plasmide et vice-versa (Olsen, 1999), ce qui est connu sous le nom de
TRANSPOSITION. Certains transposons sont capables aussi de prendre la forme
d’un « mini-plasmide » le temps de la conjugaison pour s’intégrer ensuite au
chromosome de la bactérie accepteuse (Salyers et Amabile-Cuevas, 1997). Les
bactéries multi-résistantes portent souvent sur leurs plasmides ou transposons
un systéme d’acquisition et de gestion de matériel génétique : les intégrons
(Hall, 1997). Ces structures ont la faculté de collectionner et d’exprimer des
génes-cassette, dont la taille ne permet que ’encodage d’un seul mécanisme de

résistance ou autre.

Figure 25. Principaux modes d'acquisition de génes d’antibiorésistance par les
bactéries.

Transduction

ADN libre §
>

Transformation

N.B. : les chromosomes bactériens et les plasmides s’échangent des transposons (Tn)
par transposition
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Une fois acquis, les génes de résistance persistent longtemps dans 1’écosysteme
(Levy, 1997). I ne faut pas oublier que les génes de résistance sont souvent des
modifications des génes d’entretien de la bactérie : dans ce cas, méme
]’élimination compléte de tous les antibiotiques ne réussira pas a faire
disparaitre les génes de résistance car ils seront maintenus en vie par leurs roles
physiologiques d’origine (Salyers et Amabile-Cuevas, 1997). Aussi, 'intégron
favorise grandement la persistance des genes de résistance. La présence dans le
biotope d’un des antibiotiques dont la cassette est présente dans I’intégron

permettra a ’intégron entier d’étre maintenu ou diminuera son taux de perte

dans la population bactérienne.

Des études réalisées sur des collections de bactéries recueillies avant et durant
le début de I’4ge des antibiotiques ont montré que les génes de résistance
étaient trés rares mais les plasmides conjugables était présents chez une
proportion non-négligeable de bactéries (Datta et Hughes, 1983). Ces résultats
suggeérent que le développement et la propagation d’antibiorésistance sont li¢s a
la présence d’antibiotiques. Les génes de résistance sont un des indices les plus
solides de ’interconnexion des biotopes humains, animaux, agricole et autres

(Figure 26) : les bactéries laissent des traces de leur passage a travers des

Figure 26. Réseau théorique d’échange de genes d’antibiorésistance entre les
écosystémes humains et agricoles (hexagones : sites d’exposition aux antibiotiques).
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biotopes étrangers lorsqu’elles échangent des transposons et plasmides avec
d’autres bactéries par conjugaison (Willems et coll., 1999). Par conséquent, les
génes peuvent étre utilisés comme marqueurs pour identifier les chaines de
propagation de I’antibiorésistance et évaluer I’impact des tactiques d’utilisation

des antibiotiques qui seront éventuellement mis en marché.

9.3.5. L'antibiorésistance : un probleme
écologique

Les bactéries pathogénes constituent une minorité de la microflore. Quelle que
soit I’étendue de leur spectre, les antibiotiques agissent sur un grand nombre
d’espéces bactériennes, sans égard a leurs virulences respectives. L apparition
d’antibiotiques dans le biotope bactérien constitue un bouleversement
important de 1’écosystéme et conduit a la sélection des sujets ayant une plus
grande aptitude a survivre (Levy, 1997). Initialement, I’obtention d’un
mécanisme de résistance entraine des dépenses supplémentaires pour la
bactérie, ce qui se traduit par une diminution de la longévité, de la capacité a se
reproduire, de I’aptitude a se propager dans le biotope et de s’évader aux
moyens de défense de 1’hote (Andersson et Levin, 1999). Par conséquent, le
clone résistant est écrasé par la majorité de bactéries sensibles qui repeuplent le
| biotope aprés la disparition de ’antibiotique d’autant plus vite que le colit de
’antibiorésistance est élevé (Lenski, 1997). Ainsi, certains chercheurs pensent
que la majorité de bactéries sensibles serait un élément-clé dans le
développement d’une stratégie de controle de I’antibiorésistance (Baquero et
coll., 1997; Lenski, 1997; Levin et coll., 1997; Levy, 1997). Toutefois, il est
essentiel que la majorité de bactéries sensibles demeure fortement majoritaire
pour repeupler le biotope apres la disparition de ’antibiotique. Le spectre, la
durée et I’étendue de I’exposition a I’antibiotique sont des facteurs qui
contribuent sérieusement & diminuer la taille de cette sous-population (Levy,
1997). Par conséquent, une thérapie de masse qui s’éternise ot ’on utilise un

antibiotique a large spectre dont la demi-vie d’élimination est lente réunirait
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tous les ingrédients pour éradiquer la population sensible et laisser le champ

libre au clone résistant.

Les bactéries sont en constante évolution et le clone résistant diminuera le cott
de sa résistance aprés quelques dizaines ou centaines de générations, parfois si
efficacement qu’il devient plus compétitif qu’avant I’exposition aux
antibiotiques (Lenski, 1997). Lorsque I’exposition a I’antibiotique est
maintenue et que le clone réussit a minimiser le cott de son antibiorésistance, il
se propagera dans son biotope et ailleurs dans I’environnement et n’aura peut-
&tre plus besoin de la présence d’antibiotique pour maintenir sa dominance
(Marshall et coll., 1990). Par conséquent, la probabilité quun clone résistant
émerge et domine est corrélée positivement a la durée de I’exposition a
I’antibiotique. Il est & noter que I’antibiotique ne favorise I’émergence
d’antibiorésistance que si la concentration dans le biotope est suffisante pour
inhiber la population normale mais insuffisante pour inhiber les clones
résistants (Baquero et coll., 1997). Il s’en déduit que si la concentration est
suffisamment élevée ou suffisamment basse pour ne pas discriminer entre la
majorité de cellules sensibles et les clones résistants, ¢’est la majorité sensible
qui repeuplera le biotope apres I'arrét du traitement. Ce constat est d’une part
rassurant, car il suggére que les résidus médicamenteux présents dans les
denrées alimentaires ne seraient pas sélectifs, de méme que 'usage
thérapeutique d’antibiotiques a fortes doses et a court terme. D’autre part, cette
notion de plage de concentrations sélectives nous incite a se méfier de I’'usage
ergotropique des antibiotiques, o ]’administration a long terme de faibles

doses d’antibiotiques auraient pour effet d’éliminer les clones plus sensibles.

Les bactéries sont en perpétuelle compétition dans leur biotope mais elles
cherchent aussi 4 maintenir I’équilibre de leur écosystéme. En effet, les
événements catastrophiques pousseraient les bactéries a améliorer leur capacité
de survie et, paradoxalement, & partager leurs trouvailles aux autres membres
de la microflore. Lors d’un stress non-1étal causé par I’exposition aux

antibiotiques, le transfert de génes de résistance entre bactéries augmente
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significativement (Stevens et coll., 1993). Par contre, ’application d’une dose

létale d’antibiotique minimise ce phénomene.

9.3.6. Conclusions

A ce stade, toute recommandation spécifique au sujet de I’'usage des
antibiotiques est hative. Nos connaissances en antibiothérapie et en
antibiorésistance sont encore fragmentaires et les facteurs de risque ne sont pas
caractérisés avec assez de précision. Mais plus on attend, moins on aura de
chances de controler la progression de I’antibiorésistance, car les organismes
moins sensibles que 1’on sélectionne avec nos traditions thérapeutiques
actuelles aprés plusieurs générations font des mutations qui leur permettent de
diminuer le cott de garder des génes de résistance et d’augmenter le niveau de
résistance. Malgré le peu de données disponibles sur la dynamique de
’antibiorésistance dans la biosphére, il est évident que ce probléme ne peut étre
abordé sans que toutes les parties intervenantes n’arrivent & une stratégie
globale. L antibiorésistance profite de nos distensions pour consolider ses

positions et méme gagner du terrain.

Plus concrétement, le développement d’un systeme de surveillance de
I’évolution temporelle et spatiale de I’antibiorésistance est crucial. La relation
dose antibiotique-développement de résistance est présentement impossible a
établir méme a 1’échelle locale, ce qui implique que les roles respectifs des
différents secteurs d’utilisation d’antibiotiques ne peuvent étre départagés et,
surtout, que les facteurs de risque ne peuvent étre identifiés. Pour ce faire, il
faut avoir des données quantitatives et qualitatives de I'usage des différents
antibiotiques a I’hopital, dans le milieu communautaire, a la ferme et partout
ailleurs. Du coté de la recherche, il est impératif de connaitre les relations dose-
effet des antibiotiques sur I’efficacité thérapeutique et sur |’antibiorésistance
pour optimiser leur usage thérapeutique. Dans cette méme optique, les
modificateurs nutritionnels, hygiéniques, zootechniques, etc. de ces relations et

la détermination des nouveaux temps de retrait en fonction des doses doivent




dtre caractérisés. Il est aussi nécessaire de réduire 1’exposition des bactéries aux
antibiotiques entre autres en définissant les motifs valides d’usage de ces
derniers. La variabilité clonale des bactéries pathogenes ET commensales en ce
qui concerne la sensibilité aux antibiotiques, ainsi que leurs réactions
d’adaptation & la présence d’antibiotiques doivent étre mesurés. En définitive,
la complexité de I’antibiothérapie et de ses impacts écologiques a été
gravement sous-estimee par I’ensemble des utilisateurs, aussi bien en médecine
humaine et vétérinaire qu’en agriculture. L’émergence d’antibiorésistance est
une conséquence directe de cette négligence. Si nous tenons a conserver
efficacité de I’arsenal antibiotique, nous devrons désormais considérer
d’autres éléments que 1’état de santé du patient avant d’instituer un régime

thérapeutique.
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9.4. TENEUR NUTRITIVE DES ALIMENTS EMPLOYES
DANS L'ETUDE PK/PD.

Formule

Nutriment A B Différence
Proteines brutes (%) 18.59 18.71 0.65%
Matiéres grasses (%) 2.98 3.06 2.68%
Fibres (%) 2.75 2.82 2.55%
Energie métabolisable (kCal/kg) 3050.02 3040.65 -0.31%
Enegie digestible (kCal/kg) 3278.44 3267.42 -0.34%
Calcium (%) 1.03 0.81 -21.36%
Phosphore (%) 0.73 0.63 -13.70%
Phosphore Assimilable Vol (%) 0.52 0.42 -19.23%
Sel (%) 0.32 0.49 53.12%
Sodium (%) 0.16 0.30 87.50%
Chlore (%) 0.19 0.30 57.89%
Magnésium (%) 0.18 0.18 0.00%
Potassium(%) 0.71 0.71 0.00%
Soufre (%) 0.21 0.21 0.00%
Zinc (mg/kg) 1003.85 1003.67 -0.02%
Fer (mg/kg) 260.60 261.22 0.24%
Manganése (mg/kg) 84.59 83.31 -1.51%
Cuivre (mg/kg) 163.02 161.20 -1.12%
Tode (mg/kg) 4.00 3.98 -0.50%
Cobalt (mg/kg) 0.50 0.50 0.00%
Sélénium (mg/kg) 0.50 0.50 0.00%

(suite)



lviii

Formule

Nutriment A B Différence
Vitamine A (IU/kg) 20000.00 20000.00 0.00%
Vitamine D (IU/kg) 2500.00 2500.00 0.00%
Vitamine E (IU/kg) 100.00 100.00 0.00%
Vitamine K (mg/kg) 4.00 3.96 -1.00%
Thiamine (mg/kg) 5.40 542 0.37%
Riboflavine (mg/kg) 8.01 7.99 -0.25%
Acide pantoténique (mg/kg) 33.04 33.01 -0.09%
Niacine (mg/kg) 54.84 55.03 0.35%
Pyridoxine (mg/kg) 8.06 8.06 0.00%
Acide folique (mg/kg) 0.95 0.94 -1.05%
Biotine (ng/kg) 404.80 405.12 0.08%
Vitamine Bi2 (ng/kg) 50.00 50.20 0.40%
Vitamine C (mg/kg) 0.00 0.00 -
Choline (mg/kg) 1762.40 1243.03 -29.47%
Lysine (%) 1.15 1.31 13.91%
Méthionine (%) 0.40 0.42 5.00%
Méthionine + Cystéine (%) 0.72 0.75 4.17%
Tryptophane (%) 0.21 0.22 4.76%
Thréonine (%) 0.71 0.83 16.90%

Acide Linoléique (%) 1.61 1.60 -0.62%




