UNIVERSITE DE DAKAR

ECOLE INTER-ETATS DES SCIENCES ET MEDECINE VETERINAIRES
(E.I1.S.M.V)

ANNEE 1985 N° 14

DOSAGE DU CHLORAMPHENICOL PAR LA VOIE
MICROBIOLOGIQUE
APPLICATION A LA DETERMINATION
DES CONCENTRATIONS PLASMATIQUES
CHEZ LE MOUTON

THESE

présentée et soutenue publiquement le 27 juin 1985
devant la Faculté de Médecine et de Pharmacie de Dakar
pour obtenir le grade de DOCTEUR VETERINAIRE
(Dipléme d’Etat)

par
YEMADIE Philoméne Laétitia épouse KOUDANDE
née le 14 novembre 1954 4 Bohicon (BENIN)

Président du Jury : Monsieur Frangois DIENG,
Professeur a la Faculté de Médecine et de Pharmacie de Dakar

Rapporteur : Monsieur Ayayi Justin AKAKPO,
: Maitre de Conférences agrégé a I’E.I.S.M.V. de Dakar
Membres : Monsieur Lamine NDIAYE,

Professeur 4 ’E.I.S.M.V. de Dakar
Monsieur Humbert GIONO-BARBER,
Professeur a la Faculté de Médecine et de Pharmacie de Dakar

Directeur de Thése : Monsieur Adébayo Frangois ABIOLA,
Maitre Assistant a 'E.]1.S.M.V. de Dakar



ECOLE INTER-ETATS

DES SCIENCES ET MEDECINE LISTE DU PERSONNEL ENSEIGNANT POUR

VETERINAIRES DE DAKAR

L'ANNEE UNIVERSITAIRE 1984 - 1985

_-pe s et m el -t emtm S mt-

I- PERSONNEL A PLEIN TEMPS

1.

ANATOMIE-HISTOLOGIE-EMBRYOLOGIE

Charles Kondi AGBA....ccecese....Maltre de Conférences
Mme Marie-Rose ROMAND............A8sistante de Recherches
Charles BIMENYIMANA...c.:e00004..MOniteur

Kokouba K. AKOH.:.cveeececsosseeene.MOniteur

CHIRURGIE - REPRODUCTION

Papa El Hassan DIOP..............Maltre~Assistant
Eric HUMBERTO ® 0@ 0 6 60 00 00 . ® 8 00 0 00 .ASSiStant
Boulkassim SALIFOU...ccceseseee..MOniteur

ECONOMIE - GESTION

e e e e e s - -

Malang SEYDI-...-.;oooeuoacou.--anaitre-A881stant
Serge LAPLANCHE.......ccc00......AS88i8tant
Hallémariam MEKONNEN.............MOniteur

MICROBIOLOGIE-IMMUNOLOGIE-PATHOLOGIE INFECTIEUSE

Justin Ayayi AKAKPO..............Maftre de Conférences
Pilerre SARRADIN...ccocesecesssqs.AB81i8tant

Pierre BORNAREL..:ccececescesse.s0.A8818tant de Recherches
Bassirou MOHAMADOU...ccecve0s.0...MONniteur

Louis Joseph PANGUI....0.0.......Maitre-Assistant
Jean BELOT ® ® &6 0 800 00 9O O 0" e 00O 00 e 0 Assistant
Baba KAMARA O 8 0 60 006 ° 95 @ 60O D OO OO O e Moniteur

Théodore ALOGNINOUWA....c.........Maitre-Assistant
ROger PARENT......e..-o..........Maitre-ABBistant
ousmane TRAORE...ccccsceee004000.MOniteur

PHARMACIE-TOXICOLOGIE

PHYSIOLOGIE-THBRAPEUTIQUE—-PHARMACODYNAMIE
Alassane SERE..c..scccocsosessseq.Professeur
Moussa ASSANE....................Maitre—ABSiBtaﬂt

Mamadou PARE-...a...-...--.--ooa.Moniteur /



10. PHYSIQUE ET CHIMIE_BIOLOGIQUES ET MEDICALES

Germain Jéréme SAWADOGO....c.ce+s000...Maltre-Assistant

11. ZOOTECHNIE-ALIMENTATION

Ahmadou Lamine NDIAYE...ecc.esecess04¢q.Professeur
Abassa KODJOQ ® ® & 6 00 0 ¢ ¢ OO OO S OO P O SO e S VS oASSistant
NgObi orou GOUNOU e ® ® & ¢ 0 % © & 0 0 OO 8B 6 O8O D Moniteur

CERTIFICAT PREPARATOIRE AUX ETUDES VETERINAIRES (CPEV)
ouna ury .................‘..Moniteur

II - PERSONNEL VACATAIRE

René NDOYE‘.D.'l........‘...‘.o‘..‘O..Professeur
Faculté de Médecine

et de Pharmacie
UNIVERSITE DE DAKAR

Alain LE COMTE..n..n..........o....a..MaitrE"ASSistant _
Faculté de Médecine
et de Pharmacie
UNIVERSITE DE DAKAR

BIOCLIMATOLOGIE

- e e e e e an = e e e e .

Paul NDIAYE...eeceeerceseccecacsssess .Maltre=-Assistant
Faculté des Lettres et
Sciences Humaines
UNIVERSITE DE DAKAR

BOTANIQUE

GUY MAYNART...cccccevsanasccssessesss.Maltre de Conférences
Faculté de Médecine
et de Pharmacie
UNIVERSITE DE DAEKAR

ECONOMIE GENERALE

OUMAY BERTE..cosececcoensoscescescacsess ASSistant
Faculté des Sciences
Juridiques et Economiques
UNIVERSITE DE DAKAR

RATTONNEMENT . ‘
Ndlaga MBAYE.....cecsceenccccscasecess .DOCteur Vétérinaire
‘ L.N.E.R.V.
DAKAR/HANN
AGROSTOLOGIE
Khassoum DIEYE.....cceeevceccsacsecses.DOCteur Vétérinaire
L.N.E.R.V.
DAKAR/HANN
AGRO-PEDOLOGIE
Mamadou RBUMA.........................Ingénieur Agronome
o L ] M L] V < G -]

DAKAR




C
III - PERSONNEL EN MISSION (prévu pour 1984-1985)

AIL. PARODI..I...Cl.lo.l.....“....ll..o PrOfesseur
E.NV. - ALFORT

PARASITOLOGIE

Ph. DoRcHIES..o.u...l....l..‘....o...... PrOfeSBeur
EoNoVo - TOULOUSE

J.PO BRAUNO....O.QGI'..G.G...ﬁ.l..l..‘;‘..Professeur
' - E.N.V. - TOULOUSE

CHIRURGIE

‘A. CAZIEUXI0.0'OQOOn...0000.ooocoooooolQaProfesseur
: ' E.N.V. = TOULOUSE

PATHOLOGIE DE_LA_REPRODUCTION -~ OBSTETRIQUE

Daniel TAINTURIER. ..cccesssacesccesssssssProfesseur
E.N.V, - NANTES

DENREQOLOGIE

Jacques ROZIER.Q.I..0.l.0...........l....Professeur
E.N.V. - ALFORT

PATHOLOGIE BOVINE

Jean LECOANET..B_..0....9....ﬁG...........Professeur-
E.N.y. — NANTES

PATHOLOGIE GENERALE - IMMUNOLOGIE

Jean OUDARBO...oooQOO.o.oo'.cJ.a..o....ocoprofesseur
E.N.V. - LYON

PHARMACIE - TOXICOLOGIE

Lofti EL BAHRI....cceccecccescescsssssss.Maltre de Conférences
Agrégé
E.N.V. - SIDI-THABET

TUNISIE

ZOOTECHNIE-ALIMENTATION

Yawo E. AMEGEE..ccsceccosscccscsasssesss .Maltre-aAsgistant
; Ecole d'Agronomie
UNIVERSITE DU BENIN
TOGO

34



{_ZZ ) EDIE

/77)/77) ODESTE

/// RAVAIL....



A LA MEMOIRE DE MON PERE TANT CHERI,
Quels sacnifices n'as-tu pas consentis pour me metitne
sun Le chemin qui m'acondudite aufourd'hud 4ic<.
La mornt t'a fauchZ au moment ol Les graines que tu as
mises en terne sont entnies en fLoradlson.
Je negrette aminrement ton absence en ce jfounr.
Ce trhavail hononre ta posténité.
Que ton ame hepode en padx,
A MA MERE,
Malgné ce nécent coup dur, tu continues d'oeuvrer -
pour £'avenirn de tes enfants.
Femme brave, tu ed4 un exemple & sudvre.
Amoun filial.
A MON MARI,
Que La confdiance, La patience et La comprlhension
sodient toujouns au hrendez-voud Les moments Les plus
Eprouvants de notre vie conjugale pour que s'%terndise
ce profond amoun.
A MA FILLE : TOGNISSE MARLENE,

Ta prtsence et ton sourire ont contribuié a La
néalisation de cc travadil.
Q'uil te senve d'exemple a sudvre et a dépassen.

A MES FRERES AINES, AMBROISE ET SEVERIN,

Poun toul ce que vous avez fait pour mod.
Trouvez & travens ces quelques Lignes Le témodignage
de mon grand amour fraternel.

A MES SOEURS, MARIE-LOUISE, ESTELLE, GISELLE ET CLEMENCE,

L'union 4ait La force. Ce travail est Le vitre.
Ne gamais démeniten et mieux faine.



A MES JEUNES FRERES ET SOEURS, COUSINS ET COUSINES,
NEVEUX ET NIECES,

Avec L'espodn que vous ferez mieux.

A MON ONCLE JEAN ALITCONOU ET SA FEMME,

Votne presence a 4ait qu'a Dakar, fe ne me suds
jamals sentie Loin de mon pays.
Prodonde affection et sincires remenciements.

A MES AMIES, EN PARTICULIER SAIZOMOU Laure, AKOFFODJI Hcnorine,
YEHOUENOU Elisabeth,

Pounr que nos Liens de nressennent davantage.

AUX Docteurs 4'ALMEIDA Johannes, AKPLOGAN Denis et
TOGBE Ossé&natou,

Sinceéres amdtiis,

A Nafissatou NDIAYE,

PLus qu'une amie, jfe trnouve en tod une soeun,
Medilleuns souvendins sans oublien ta 4famille.

A Tour&é ADAM YACOUBOU,

Nos conseils mutuels pendant Les moments duns de
"ecarndene" n'ont pas E1é vadins.
J'admine ton courage.

A Hortense AHOUNOU et Riana BADA,

Poun tous Les so4ins dont vous entourez voire petite
Marlene.

A SALIFOU Sahidcu,

Je ne saurnadis te nemencder pour Zon attachement.
Courage & Zoi.



A Yacine NDIAYE,

Ta perte subite nous a fortement abatitus.
Que Le Bon Dieu t'accueidle dans son paradis.

Aux Docteurs GOUNOU N'Gobi, AKPC Elie, YESSOUFQU Nassircu,

Medilleuns souvendns.

Aux Docteurs GUELLY Pierre, ALLOGNINOUWA Théodore,
HOUNTONDJI Honcré et SINTONDJI Basile,

Profonde gratitude.

Aux Docteurs Barthélémy AMIDJOGBE et Issa SANOU,

Poun votre entiére disdponibilite.

Au Docteur AZANDEGBE Edocuard,

In memordum.

A mes compagnons de la l2e promotion, en particulier
Evelyne PRINCE, Fatou TOURE, Boulkassim SALIFOU,
Ousmane TRAORE, Kossi AKOH, Mamadcou PARE et Alain ANGRAND.

A Madame Odile de CAMPOS,

Poun Le soutien mornal que tu m'as apportie durant
Les moments de strness.

A tous mes compagncns du CPU (BENIN), en particulier
AKPOVO Germaine et KPOGBEZAN Barnabég.

A tous les Bé&nincis 3 Dakar, en particulier Cathérine
AYADOKOUN, Clotilde CAPO-CHICHI, Yvette DOHOU.

Au personnel technique des laboratoires de Microbiolcgie,
de Pharmacie-Toxiccologie,

A tous les Enseignants qui ont ccontribué a ma formation.
A tous ceux qui m'ont aidée pour la réalisation de ce travail.
A mon pays h8te : le SENEGAL.

A ma patrie : le BENIN



A NOS MAITRES

- A Monsieur Adébayo Frangois ABIOLA,

Vous nous avez Linspiné ce sufet de thése.

Votrne constante disponibilité, vos conseils frateaneds
et £'Ainténit soutenu que vous avez porté au sufet ont
permis La néalisation de ce travail.

"Le soucd du travadll bien fait” : tel est Le souvenin
que nous gardons de vous.

Vive reconnaddsance.

- A Monsieur Pierre BOKNAREL,

Votre participation active au thavail de Laboratoinre
et vos judicdeuses observations nous ont &€& d'un appoint
tenndible.

Progonde gratitude.



A NOS JUGES

- A Monsieur Frangcis DIENG,

Vous avez accepié avec un mandifesdte plaisirn La
présdidence de notre Juny de thise.
Hommage nespectueux.

- A Monsieur Ayayi Justin AKAKPO,

Pour £'honneunr que vous nous faites en acceptant de

rapporntence travadil.
Poun avodir dinigé en partie ce thavail, votre ndgueun

scedentifique nous a progondément marquie.
Sentiments nespectueux.

- A Monsieur Ahmadou Lamine NDIAYE,

Malgne vos nombreuses occupations, vous avez accepité

de participer & notre Jury de thése.
Sincire gratitude pounr votre préedeux ensedlgnement.

- A Monsieur Humbert GIONI-BARBER,

C'est poun nous un grand honneur de vous compten parmdi
£es membres de notre Jury de these.
Profonde neconnaissance.



"Par délibération, la Faculté et 1'Ecole ont décidé
que les opinions émises dans les dissertations qui leur
seront présentées, doivent &tre considérées comme propres
a leurs auteurs et qu‘'elles n'entendent leur donner

aucune approbation ni improbation”.



INTRODUCTTION

P

Jusqu'aux années 1970, 1°’étude des médicaments avait
surtout pour objet leurs propri&tés pharmacodynamiques c'est-3-dire
l'action sur l'organe isolé& et sur l1l'animal entier. La posologie
avait &té délaissée car on pensait qu'une posologie moyenne é&tait
satisfaisante.

Depuis quelques années, les techniques de dosage des
médicaments dans les liquides biologiques ont permis de suivre -
le séjour du médicament dans l'organisme. On s'est apergu que les
modalités de ce séjour sont succeptibles de varier d'un individu
3d l'autre et d'entrainer une modification de la concentration effi-
cace de médicament dans le sang, d'old l'avénement de la pharma-
cocinétique.

Toutefols, la détermination de l'activité d'un produit
en valeur absolue s'avére souvent difficile.

Pour un produit antibiotique, le seuil d'activité est
la C.M.I (Concentration Minimale Inhibitrice). La connaissance de
cette C.M.I permet de prévoir l'activité de l'antibiotique en so-
lution plasmatique aprés iajection a un animal ou 3 un homme.

Les deux &léments, C.M.I et activité du produit en so-
lution plasmatique aprés injection sont donc 1liés. Ils permettent
de déterminer, les conditions d'emploi dudit produit & des fins
th&rapeutiques dans des conditions bien définies.

En effet, selon les pays, les esp&ces animales et les
races concernées, les doses et les rythmes d'administration de 1l'an-
tibiotique peuvent changer.

Nous avons choisi de mener notre &tude sur le chloram-
phénicol car il est 1'un des antibiotiques les plus utilisés en
Médecine v&térinaire. La raison de cette utilisation découle de son
large spectre d'activité bactériostatique notamment sur les germes
Gram négatif, de son excellente diffusion tissulaire et de son
colit relativement faible gr8ce & son obtention par synthése.

' oS



Aprés avoir constaté gréce 2 une &tude bibliographi-
que, des variations importantes dans les posologies de cet anti-
biotique pour une méme esp&ce, nous avons pens& suivre sa ciné-
tigue in vivo par 1la détermination des concentrations sanguines
chez le "mouton local". Nous avons choisi la m&thode de titrage
microbioclogique par diffusion en gé&lose.

L'avénement des techniques modernes, plus précises,
plus €l&gantes comme la chromatographie a haute performance rend
cette méthode un peu cadugque., Encore faut-il avoir la chance de
faire partie d'un laboratoire qui en est &quipé ?

Notre travail sera congu en deux parties :

-~ La premiére partie traitera de 1l'étude bibliographi-
que du chloramphénicol

- La deuxiléme partie, expérimentale, sera ré&servée aux
essais de dosage aprés la description du mat&riel et des techniques
employ&es. Puis les ré&sultats obtenus seront interprétés afin d'en
tirer des cocnclusions judicieuses.
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Le chloramphénicol est un antibiotique de structure
chimique simple qui répond 3 la formule brute C11 Hi2 O5 N2 CL;.

Il a &t& isolé en 1947 par EHRLICH, BARTZ, SMITH,
JOSLYN et BURKHOLDER (16) & partir de Streptomyces venezueclae et
introduit en thérapeutique en 1948.

Cette premiére partie de notre travail comprendra
trois chapitres :

~ Dans le premier chapitre, nous donnerons un apergu
bref de la pharmacie chimique du chloramphenicol

- Dans le deuxiéme, nous mettrons un accent particu-~
lier sur ses propriétés biologiques

~ Dans le trcisiéme, ncus passerons en revue ses uti=-
lisations et sa toxicité.



CHAPITRE PREMIER

PHARMACIE CHIMIQUE

Dans ce chapitre, nous &tudierons :

- La classification et la structure
- La synthése
- Les propriétés physiques et chimiques.

A -~ Classification -~ Structure

Le Chloramphénicol était classé parmi les antibioti-
ques 'dérivés des acides aminés avec la Viomycine et la Cyclosérine,
sa structure se rapprochant de celle de la tyrosine. A l'heure ac-
tuelle, 1l est considéré comme le chef de file d'une famille.
CONTROULIS, CROOKS, REBSTOCK et BARTZ (10) ont proposé la formule
plane développée de la figure n° 1.

Dans cette formule, centre sur un noyau propane, nous
remarquons :

- sur le carbone Cl, un groupement nitroph&ényl et un
groupement hydrogryle

- sur le carbone C2, un groupement dichloroacétamido

- sur le carbone C3 une fonction alcool secondaire.

La présence de ces groupements donne le nom de para-
nitrophényl - 1 dichloracétamido - 2 propane diol 1 - 3.

Nous constatons aussi la présence de deux carbones
asymétriques, ce qui rend compte de l'existence de quatre st&rio-
isoméres correspondant aux séries érythro et thréo selon la posi-
tion spatiale des deux groupements - OH et - NH des C; et Cj.

Le Chloramphénicol qui répond a8 la formule ci-dessus,
est le D(~) thréc pAranitrophenyl - 1 dichloracétamido - 2 propane
diocl 1 - 3. C'est le secul des quatre isomeéres possibles qui pos-
séde une activité antibiotique.

o/
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Fiqure n°® 1 : Formule plane dévelopnée

du Chloramphénicol




Les groupements de la molécule du chloramphéenicol

sont d’une importance ccnsid&rable. En effet, comme ncus le verrcens,

le grourement nitré est responsable de l'activité de la mclécule
alcrs que le groupe dichloracitamidec est important dans les réac-
tions cclorées d'identification. La fonction alcool secondaire
conduit 3 la formation d'esters.

B - Synth&se
Le chloramphenicol est le premier antibiotique d'cori-

gine biologique dont la synthé&se chimique a &té réalis&e, d'ol sa
production industrieclle.

Cette synthése a &té faite totalement dans les labora-
toires PARKE-DAVIS par 1'é&quipe CONTROULIS (1l1).

Schématiquement, cette synthése fait appel 3 une série
de ré&actions classiques qui, partant soit de l'ac&tophénone, soit
de la para-nitroacé&tophénone, aboutissent au chloramphenicol par
des opérations complexes que nous ne jugeons pas important de dé-

tailler.
C - Propriétés physiques

Le chloramphenicol se présente sous forme de composés
cristallins incolores ou légércment verdatres d'un gofit trés amer.
C'est un alcool fortement lipophile.

1. Constantes physigues

Les constantes physiques du chloramphenicol sont ré-
sumées au tableau n° 1

MASSE MOLECULAIRE 323,14

POINT DE FUSION 149°C 3 153°C

P Y e R T e T )

a8 20°C : + 20°
a 25°C : + 18,5°

POUVOIR ROTATOIRE DANS
L'ETHANOL (59 / 100ml)

298 3 278 nanom2tres
(nm)

SPECTRE D"ABSORPTION

Gow b G b b e G [ o smfi b o
Vs e st et N’ it at? st Nt aat? “nat?  nnt? “wnt

Tableau n° 1 Constantes physiques du Chloramphenicol

Source: (4)



2. Solubilit& 3 la température ordinaire

Le chloramphenicol est trés peu soluble dans 1l'eau
mais soluble dans les solvants organiques usuels comme nous 1l'indi-
que le tableau n® 2

EAU 2,5 mg/ml

PROPYLENE GLYCOL 150,8 mg/ml

ETHANOL Trés impcrtante

I.CETATE D'ETHYLE

S Jum  fum Pne  bemftem 0em Gn f Gn  Bn

Trés importante

S S S S~~~ P~~~ p—
Nt s s s s s “as? “msl il mst st

Tableau n° 2 Solubilité du chloramphénicol dans 1'eau

et quelques solvants organiques.

Source (4)

D - Propri&tés chimigues

Les propriétés chimiques du chloramphénicol sont nom-
breuses ; nous n'insistercns que sur quelques-unes parmi les plus

essentielles.
1. Stab..lité

La propriété‘chimique essentielle du chloramphenicol
est sa grande stabilité.

En effet, c'est une mclécule thermostable : elle ré-
siste & 1'ébullition, notamment elle demeure stable 3 100° C pen-
dant 5 heures. Ceci entraine une ré&sistance du produit aux traite-
ments culinaires pouvant conduire & la présence de résidus dans les

denrées alimentaires d'origine animale.

Cette molécule est aussi stable en milieu acide,
donc stable en milieu gastrique; ca gui facilite son administration
per os chez les monogastriques.

De méme, elle est stable en solution d'o une faci-

1it& d'utilis:.cion.
o/



2°) REactions A'identification

2.1. Réaction due au groupement nitré

Ce groupement peut-&tre r&duit en NHy avec obtention
d'une amine primaire aromatique permettant Ad'avoir des ré&actions
de diazotation, ce qui peut &tre exploité pour le dosage.

2.2, REaction due 3 la présznce de chlore

Le grourement -dichloro-acétamide .peut libérer du chlo-
re par précipitation avec du nitrate d'argent (Ag NO3). Apres
€ébullition avec de la potasse (KOH alccol) ; on obtient du chloru-
re de potassium (Kcl) qui précipite avec Ag NO3 ; ceci peut &tre
exploité pour le dosage : on aura une minéralisation par KOH suivi
du dosage du chlore minéralisé.

3°) Dérivés du chloramphé&nicol

3.1. Les esters

L'estérification de la fonction alcool primaire a
1l'aide d'acides gras supérieurs (palmitique, sté€arique, stéaroyl
ou palmitoyl - glycolique) conduit 3 la formation d'esters.

Ces esters sont dépourvus d'amertune et sont utili-
sés en suspensions, émulsicns pour l'administration orale surtout
chez l'enfant.

Entre autre, ces esters sont plus solubles ; ce qui
pourrait augmenter la durée d'action en donnant des effets retards
(liposolubilit&) ou augmenter la rapidité d'action (hydrosolubilité)

Les formules de ces types de dérivés sont résumées
dans le tableau n°® 3



ESTERS OBTENUS

~0C-CH2-CH»-C00 Na Hemisuccinate
(sel de sodium)

soluble dans 1l'eau : SOINI

#

OC-(CH2) 14~-CH3 Palmitoyl (TIFOMYCINE

)-C-H
{
{~C-NH-CO-CHC15
|

CHp-O~- (g}

poudre aromatisée ou sirop

OC- (CH3) 16-CH Stearoyl : SINTOMYCETINE

Suspension orale

=0C~-CH2~0~CO(CH2) ;4~CH3 Stearoyl' = glycolyl

Pl el ke t ha ke e e e Ren e et e Y e R e T T
Bon Sup Bon Pum G Pan G Gus tom G Fow Suw [bam ¢en pum P o pum fom 4ow g

N Nt N s s N N it St Nl Nt N

TABLEAU N°3 : Los esters du chlorammhénicol

en®

Source (28)

3.2. Le Thiamphénicol ou Thiophénicol

Dans le thiamphénicol, le groupement nitré est rempla-
cé par le groupement Sulfone m&thyl (SO; ~ CHj3).

Le thiamphé&nicol présente les propriétés suivantes
(comparfes 3 celles du chloramphénicol qu'on détaillera dans le cha-
pitre suivant)

- L'absorption digestive est plus lente

- La stabilité& est plus grande

- Il n'est pas métabolisé dans l'organisme humaine ;
ainsi, il atteint des taux plus élevés et plus sQirs que le chloram-
ph&nicol dans la bile et dans l'urine (33).

- La toxlcité est plus réduite ; notamment il ne pro-

voque pas de pancytopénie irréversible.

Il est peu utilisé en M&decine Vé&térinaire du fait de
son prix plus élevd ; mais en Mé&decine humaine, il est préféré au
chloramphenicol ol il convient bien au trailtement des entérites a

salmonelles. /
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Au total, le chloramphénicol, de structure chimique
simple, obtenu par synth@se totale, est un antibiotique trés stable
dont la molécule permet d'avoir des esters qui serviront 3 moduler
ses propriétés biologiques.



CHAPITRE 1II

PROPRIETES BIOLOGIQUES

Les propriété&s biologiques que nous retenons sont d'une
part la pharmacocinétique et d'autre part l'activité antibactérienne.

A -~ Pharmacocinétique

Le devenir dans l'organisme d'un antibiotique aprés
son administration est un aspect fondamental de 1l'é&tude de ce médi-
cament.

La pharmacocinétique comprend quatre &tapes
~ 1l'absorption c'est~3a~dire la p&nétration dans le sang
ad partir des différentes voies d'administration (orale, parentérale)

- la distribution & partir du sang dans les divers
organes et tissus

- les transformations chimiques ou biotransformations
qui s'effectuent principalement au niveau du foie

- 1'¢limination par diverses voies (rénale, biliaire
secrétions diverses).

1 - Absorption - Taux plasmatique

L'abscrption peut se faire scit par la voie orale, soit
par la voie parentérale.

Par la voie orale, le chloramph&nicol est rapidement
absorbé& par les mugueuses digestives chez les Monogastriques. Cette
absorption se fait essenticllement par les vaisseaux chyliféres.
Par contre, chez les Ruminants adultes, 1'absorption serait nulle
selon les travaux de THEODORIDES cité& par LASSERRE (27) : l'an-
tibiotique serait dé&truit par les enzymes de la microflore du ru-
men. Cette destruction proviendrait de la réduction du groupement
nitré en groupement amine aromatique par la nitroré&ductase de la
microflore du rumen.

Par la vole parentérale, la résorption est rapide par
voie intramusculaire cu in‘.:aveineuse. o/
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Les travaux réalisés par différents auteurs nous illus-
trent les modalités de cette absorption que nous r&sumons dans le
tableau n° 4

! !

Lo T o W W e B W N W W N e il i Yy e Y o o

y )
ESPECE , VOIE |DOSE UTILI, TEMPS TAUX SERI .  AUTEURS. )
: y SEE. IQUES (mcg/! )
] | ! ! ml) ! )
! I I 1 z )
Homme | per o8 | 29 1 2h ! 20 - 40 ! WEINSTEIN ;
! ! ! ! !
i I 1 1 ] )
Cheval | per os | 50mg / kg! 45 mn ! 50 ! ZAKOPAL ;
t 1
l per os | 15mg / kg}a 60 mn | 50 ! BROOK )
; i ' )
! ! ! ! ! )
Chien | per os | 75mg / kg, 4¢n Yoo ! GLasko )
[ ; - ; )
! ! ! ! ! )
|
Mouton | per os | Somg / kg| - b o ! THEODORIDES )
! intra ab-+ 50mg / kg! 2h ! 15 ! " ;
jomasale. | ! ! \

Tableau n® 4 : Modalités de l'absorption du chloramphenicol

Source T {27)

D'aprés les travaux de DAVIS et al (12), le temps
de demi-vie plasmatiéﬁé au Chloramphégisél aprés une administration
intraveineuse de 22 mg/kg, varie &normément d'une espé&ce a une au-
tre comme le montre-le tableau n® 5

ESPECES ANIMALES. TEMPS DE DEMI-VIE PLASMATIQUE

( ! )
( ! )
( ! )
( 1 EN HEURES )
( ! )
( ! )
( Chat e o o & b o * ® . ¢ o 0 o o ¥ o ! 5 ’ 1 )
g Chien .......... ® ¢ ¢ 0o 0 8 o L[] L] i 4 ¥ i 2 ;
( Chévre ooooooo ¢ & a o 9 v o . 0 o ! 2 )
g POrCevecsoecenccsns esaseas . i 1,3 ;
( Cheval........couenns creecsna ! 0,9 )
( ! )
Tableau n° 5 : Temps de demi-vie plasmatique du chloram-
phénicol

Source (12)
- /.



Nous remarquons que le temps de demi-vie plasmatique
est plus long chez le chat que chez les autres espéces. Ceci s'ex~
plique par le fait que le chat déficient sur le plan de la glucurono-
conjugaison, sa capacité a m&taboliser le chloramphenicol se trouve
réduite. |

Cette déficience explique aussi la sensibilité plus
marquée du chat aux ph&noménes toxiques produits par cet antibio-
tique en particulier lors des administrations réitérées.

2 - Distribution

Aprés absorption, le chloramphé&nicol &tant fortement
lipophile, pénétre facilement dans les cellules et diffuse largement
dans l'organisme. Toutefois, cette distribution est inégale.

Les concentrations de chloramphénicol dans les diffé-
rents organes seraient plus &levées que dans le sang mais trés di-
verses. Elles ne permettent pas de préciser le dosage dans les tis-
sus car la ccncentration de la partie libre seule active, n'est pas
connue ; elle serait probablement &gale ou inférieure a celle du

plasma sanguin.

On obtient généralement selon BRETON (8) des concen-
trations :

- supérieures aux concentrations plasmatiques dans
l'urine, les reins, le foie, la rate, les poumons, le pancréas et

la bile.
- identiques dans les muscles; ce qui pose le probléme

de résidus dans ces derniers

- inférieures dans la graisse, le cerveau, le liquide
céphalorachidien et 1'humeur aqueuse.

Notons particuliérement que le chloramphéniccl diffuse
dans le liquide cérébrospinal mieux que les autres antibiotiques,
d'ol son utilisation dans les affections méningées.

Il diffuse trés bien dans la lymphe avec une concen-

-

tration spécifique qui est supérieure a celle du sang.
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D'autre part, il passe la barriére plccentaire. Il
passe aussi dans le lait dont la teneur est chez la vaghe laitiére
en lactation la moitié de celle du plasma.

3 - Biotransformations

Les biotransformations sont simples et s'effectuent
principalement au niveau du foie.

Elles se font selon deux procé&dés
- 1l'hydrolyse de la fonction dichloracétamide

- la glucuronoconjugaison hépatique.

En outre, une forme amine aromatique est signalée
dans la bile du chien et du rat ; elle proviendrait de la réduc-
tion du groupement nitré (NO3) en une fonction amine selon GLASKO
et al cités par LASSERRE (27).

4 - Elimination

Le chloramphé&nicol est &€liminé surtout sous forme
de métabolites.

Le mé&tabolite principal est un glucuronide chez la
plupart des espéces animales. Chez les bovins, 11 représente les
trois quarts du chloramphénicol métabclisé (32). Les chats font
exception car ils n'ont pas la possibilité. de la glucuronoconjugai-
son comme l'ont rév8lé augsi les travaux de WATSON A. D. J. (43)

L'€limination est essentiellement urinaire. En effet,
la concentration en antibiotique dans les reins est vingt fois supé-
rieure & celle que 1l'on peut déceler dans le plasma. Aprés 24 heu-
res, prés de 90 p 100 d'une dose orale sont &liminés par cette vcie,
mais seulement 5 3 10 p 100 de la dose administr@e sont excrétés
sous forme active (25).

Les produits de dégradation inactifs sont secrZtés
par les tubules rénaux, tandis que la partie active non métabolisée
l'est par filtration glomérulaire.

Ceci conduit RETON (8) & proposer particuliérement
chez le chat d'augmenter 1l'intervalle entre les prises en

/.
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cas d'insuffisance rénale pour les mémes raisons que celles é&vo-
quées précedemment.

Le chloramphénicol s'élimine également par la bile
environ 3 p 100 (27) et @ un moindre degré dans le liquide cépha-
lorachidien et 1'humeur aqueuse.

L'élimination mammaire existe, mais elle est de courte
durée.

Au total, nous pouvons souligner 1l'absorption parti-
culi2dredu “hloramph&nicol par les vaisseaux chyliféres, lieu de
prédilection des Salmonelles. Ce passage justifie l1l'intérét de
l'utilisation du produit dans les Salmonelloses animales et dans
la fidvre typhoide chez 1'homme.

B - Activité antibactérienne

L'étude expérimentale de l'activité antibactérienne
des antibiotiques in vitro sur les cultures bactériennes a permis
de définir certaines notions fondamentales en matié&re d'antibio-

thérapie qui sont :

- le mécanisme d'action des antibiotiques
- le spectre d'activité

- les antibiorésistances

- les incompatibilités.

Cette étude ne peut se faire que grice a la connaissan-
ce de l'anatomie fonctionnelle des bactéries.

1 - Rappel d'anatomie fonctionnelle des bactéries

La bactérie, cellule vivante, poss&de certains consti-
tuants dont les principaux sont : le cytoplasme, le noyau, les
plasmides, la membrane cytoplasmique. et la paroi comme le montre le

schéma n® 1.
- le novau : il est caractérisé par le chromosome
=€ noyau

bactérien qui est unique et circulaire; il porte l'information

génétique.
- les plasmide . Ce sont des fragments de D N A ex-

/
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trachromosomiques que peuvent porter les bactéries.

Leur connaissance est importante car ils président a
certaines fonctions de la bactérie, en particulier le plasmide de
résistance ou Facteur R peut &tre responsable de la résistance bac-
térienne aux antibiotiques.

La résistance ainsi transféré& peut devenir &pidémique

dans une flore bactérienne.

Le D N A des plasmides se réplique de mani&re analogue
au D N A chromosomique.

- La membrane cytoplasmique ; est caractéris&e surtout

par sa perméabilité sé&lective.

- La paroi est une enveloppe rigide responsable de 1la
forme de la bactérie. Elle la protége contre le choc osmotique et
elle est &galement le si&ge de la coloration de GRAM.

Enfin, les bactéries sont capables d'une vie de rela-
tion. Elles peuvent &changer des informations. Ces &changes ont lieu
par passage de D N A d'une bactérie & une autre soit par transfor-
mation, soit par conjugaison de type sexué avec accolement d'une
donatrice et d'une ré&ceptrice, scit par 1l'intermédiaire d'un virus
spécifique du monde bactérien, les bactériophages qui peuvent en-
trainer une information d'une bactérie 3 une autre : c'est la trans-
duction,
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2 - R8le de la structure de la molécule

Les propriétés antibact&riennes du chloramphé&nicol
sont variables selon l'isomére considéré.

Les formes é&rythro sont inactives ; la forme L (+)
thréo est trés faiblement active (21). Par contre la forme D (-)
thréo est trés active.

Des expériences de modification de structure ont mon-
tré que l'encombrement stérique de 1la molécule est essentiel (19) ;
par exemple, lorsque le groupement nitré est remplacé par une fonc-
tion bromée ou méthyl - sulfone, on obtient un corps a8 activité an-
tibactérienne-

D'aprds HANN (21) le cycle benzenique doit garder sa
structure aromatique pour que la molé&cule reste active.

3 = Mode d'action

Il semble que l'action principale de cet antibiotique
soit due a sa polarité, & ses groupements &lectronégatifs pertuba-
teurs des réactions d'oxydor&ducticon (9).

En effet, le chloramph&nicol est bactériostatique ; son
action sur les microorganismes consiste en une percurbation de la
synthése des protéines. Lorsqu'on ajoute une concentration inhibi-
trice de chlcramphé&nicol 3 une culture bact&rienne, les synthéses
protéiques s'arr@tent, des preuves directes ont &té obtenues par
analyse biochimique.

On a pu démontrer que le chloramphénicol se fixe sur la
fraction 508 des ribosomes bactériens, s'opposant de ce fait 3 la
fixation de 1'ARN messager sur ces derniers. Ainsi, il empéche au
niveau riboscmal le fonctionnement du complexe

aminc - acyl - ARNt + ribosome + ARN messager (5).

Il s'en suit que la bactérie ne peut plus se diviser
car ne pouvant plus synthétiser ses &l&ments constitutifs. En re-
vanche, elle reste parfaitement viable : il s'agit d'un effet uni-
quement bactériostatique.

/.



4 -~ Spectre d'activité

Le spectre d'activité d'un antibiotique correspond 3
l'ensemble des germes sensibles 3 cet antibilotique.

Ce spectre est trés large pour le chloramphénicol
comme l'indique le tableau n° 6. Il s'&tend des bactéries Gram
négatif et Gram positif aux Rickettsies Mycoplasmes et Chlamidiés.
L'activité contre les Gram négatif est supérieure 3 l'actitivité con-
tre les Gram positif.

Le chloramphénicol excerce une action bactériostatique
surtout, mais quelques fois bactéricide .vis-&d-vis de certaines es-
péces ; ce qul est 3 l'origine de sa trés large utilisation en Mé-
decine vété€rinaire.

En Médecine humaine, son utilisation la plus intéres-
sante est due @ son activit® contre Salmonella. Il est en outre
efficace centre les infections a8 Haemophilus, Bordetella, Brucella
et Rickettsia.

Par ailleurs, des &études faites in vitro ont montré
que de faibles concentrations du produit sont efficaces sur de nom-
breux germes. Par contre, certains streptocoques et staphylocoques
demandent des concentrations plus importantes.

FORTER et RAULT cités par BRETON ont &tudié les con-
centrations minimales inhibitrices du chloramphénicol sur quelques
germes in vitro comme 1'indique le tableau n° 7.



ACTIVITE DU CHLORAMPHENICOL
IN VITRO

G E R M E S

Coccli Gram +

Cocci Gram -

Bacilles Gram +
C. diphteria

1+

B. anthracis

1+

Listeria
Bacilles Gram -~

+
+

Coliformes

Klebsiella

Aerobacter

Proteus mirabilis
Pseudomonas aeruginosa
Haemophilus

Salmonella

Shigella

Brucella

+ + + + + + + + + +

+ + + + +

Pasteurella LEGENDE

Mycobactéries
- inactif

+ peu actif
+ ++ actif

+++ trés actif.

Treponemes, leptospires
Rickettsies
Mycoplasmes

+ + + +
+ + + +

Migayawanella

Toxoplasme
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Tableau n® 6 : Spectre bactérioclogique du chloramphénicol

"in vitro"
Source (27)
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CONCENTRATIONS MINIMALES
INHIBITRICES (CMI)
IN VITRO en mcg / ml

G E R M E SsS.

) )

1 )

! )

f )

\ )

i )
Aerobacter aerogenes : 0,5 - 2,5 ;
Escherichia coli ! 0,5 - 2,5 ;
Klebsiella pneumoniae : 0,5 - 6 )
Hemophilus influenzae ! 0,5 - 2 )
Bordetella pertussis f 0,2 - 0,3 ;
Pasteurella E 0,25- 10 )
Corynebacterium diphteriae f 0,5 ;
Streptococcushemolyticus ; 0,75~ 2,5 ;
Salmonella f 0,5 -5 )
Neisseria i 0,5 - 2,5 ;
Shigella i 0,5 - 5 )
Brucella ! 0,5 - 10 ;
Vibriocommuna i 1 )
Certaines souches de Proteus 1 1 -5 ;

Tableau n°® 7 Concentrations minimales inhibitrices
in vitro du chloramphénicol sur quel-

ques germes

Source . @)

Par ailleurs, KECK (23), KECK et MEISSONNIER (24)
ont étudié les concentrations minimales inhibitrices moyennes in
vitro du chloramphénicol ; les résultats sont consignés au ta-
bleau n° 8



CONCENTRATIONS MINIMALES
INHIBITRICES MOYENNES IN
VITRO en mcg / ml

G E R M E S8

P R T R T R R T T R

a ;
i )

{ )

' )

Corynebacterium pyogenes i 2/6/15 )
" renale l 2 ;
(Nocardia asteroides f 50 )
fstaphylococcus aureus ; /5/ ;
(streptococcus spp f 2 )
EBacteriodes melaninogenicus ! ~-/2/4 ;
(Actinomyces bovis i 5 )
gBordetella bronchiseptica % 16 ;
(Escherichia coli i ~-/5/40 )
EEnterobacter aerogenes f 10 ;
(Hemophilus spp i 2 )
EPasteurella ! 0,5/1/5 ;
(salmonella typhimurium : ~/5/40 ;
( ! 5 |
: )

(Selmonella spp
¢

Tableau n® 8 : Concentrations minimales inhibitrices moyennes

in vitro de quelques germes.

Source (23)

Indication : - Les premiéres valeurs correspondéent aux

germes les plus sensibles

- Les secondes, & la majorité& des germes

- Les troisidmes, aux groupes de germes- les
moins sensibles.

Ce dernier tableau comparé au précédent montre des
variabilités des C M I au sein d'une méme espéce. Si nous prenons
le cas de Escherichia coli KECK trouve 5 a8 40 mcg/ml alors que
BRETON obtient 0,5 a 2,5. Pour le cas de Pasteurella : nous avons

0,5 34 5 mcg/ml avec KECK et 0,25 3 10 avec BRETON.

Quoiqu'il en soit, 3@ 1l'heure actuelle, 1l'instaura-
tion d'un traitement antibiotique ne procéde plus uniquement de ces

/.
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données bactériologiques : CM I et C M B (concentration minimale
bactéricide), mais doit se fonder sur la connaissance du devenir
du mé&dicament dans l'organisme caractérisé par des paramétres
pharmacocinétiques comme par exemple la biodisponibilité.

Dans le cas du chloramphénicol, les taux plasmatiques
utiles in vivo seraient situés entre 5 et 15 mcg/ml pour la plu-
part des germes pathogénes (2).

Malgré :son activité sur de nombreux germes, le chloramphé-
nicol demeure inefficace contre certains germes d'oll les quelques

problémes de r&sistance rencontrés.

5 - Problémes de ré&sistance

L'usage croissant des antibiotiques en pathologie ani-
male s'est traduit, comme en pathologie humaine, par une augmen-
tation progressive du nombre de bactéries antibiorésistantes.

La résistance d'une souche bactérienne & un antibio-
tique est un caractére h&ré&ditaire sous la d&pendance d'un ou de
plusieurs génes dont le support est de 1'ADN bactérien (17).

Les bactéries possédent 1'ADN sous deux formes chromoso-
migue ou extrachromosomique.

Nous envisagerons d notre niveau deux types de ré&sistan-
ce pour le chlorsmphénicol
- une résistance naturelle ou constitutionnelle

- une résistance acquise qui est soit chromosomique
soit extrachromosomique.

5.1. PAgigtance naturelle

L'existence de certaines bactéries insensibles a 1l'ac-
tion d'un produit est connue, le spectre théorique permet de la pré-
voir.

Le spectre du chloramphénicol est large. Toutefois, il
existe des bactéries sur lesquelles il n'est pas actif. C'est ain-
si que le chlorarphénicol : 'agit pas sur les Mycobactéries, les
Toxoplasmes, les Bacilles ;ocyaniques et certains Protéus.

/.
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De méme, Pseudomonas aeruginosa nécessite des concen-
trations élevées qui ne peuvent &tre atteintes et maintenues in
vivo ; il faut donc le considérer comme résistant,

5.2. Ré&sistance acquise

A l'heure actuelle, des recherches sérieuses sont me-
nées dans ce domaine car elle devient inqui&tante. On note une
augmentation de résistance aux Staphylocoques et Salmonelles.

Cette résistance est revelée par des antibiogrammes
effectués sur différentes souches bactériennes.

Nous étudierons ce type de résistance sous deux for-
mes : chromosomique et extrachromosomique.

a) Résistance chromosomique

Selon FERSON (17) le passage du caractére sensible (S)
au caractére résistant (R) pour un antibiotique donné correspond
4 une mutation.

Il s'agit 4d'un phénoméne rare, spontan& et indépendant.
Cette résistance se développe progressivement et s'ex-

plique par le fait que les germes deviennent imperméables au
chloramph&nicol (26).

Son importance est secondaire en clinique, car elle
n'intervient que dans un faible pourcentage des cas de ré&sistance
aux antibiotiques.

Par contre, le m&canisme génétique extrachromosomique
est de loin le plus fr&quent en pratique.

b) Résistance extrachromosomique.

La résistance extrachromosomique encore appelée ré-
sistance plasmidique est transmise par des &léments extrachromo-

somiques ou rlasmides.

Elle joue en clinique un rdle trés grand et le . ian-
ger qu'elle représente est certain.

o/
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Selon SHAW (38), le mécanisme en cause est enzymatique ;
le chloramphénicol est inactivé par acetylation successive de ses
deux fonctions alcool en présence d'Acetyl - S - COA et d'une enzyme
spécifique, la chloramphénicol-acetyl transférase.

Sur le plan pratique, les caract@res essentiels de cette
résistance sont :

- la possibilit& de transfert qui explique la grande
diffusion souvent de caractére &pidemique de cette forme de ré&sis-
tance par contagion.

~ la capaclté pour certains plasmides de supporter plu-
sieurs caractéres "R", ce qui est 3 l'origine du caractére de multi-
résistance transférable.

Dans la pratique, outre les ré&sistances naturelles, les
autres formes (chromosomique et extrachromosomique) apparaissent
généralement lors d'erreur thérapeutique en particulier d'associa-
tions d'antibictiques qui peuvent interférer, d'ol la connaissance
d'incompatibilités entre certaims produits s'avére indispensable.

6 -~ Les incompatibilités

De ncs jours, des habitudes ont &t& prises, notamment
1'emploi d'associations de m&dicaments en particulier d'antibiotiques
sans tenir compte des problémes d'incompatibilités que rev&t cette
pratique.

Pour le chloramph&nicol, nous verrons bri&vement ses
incompatibilité&s physico-chimiques, ses interactions avec d'autres
médicaments et enfin ses interactions avec d'autres antibiotiques.

6.1. Incompatibilit&és physicO-chimiques

Le chloramphénicol ne peut pas &tre mélangé avec les
médicaments suivants : ampicilline, tetracyclines, macrolides, poly-
myxine, gentamicine, sulfamides, corticosté}oides, vitamines des
groupes B et C (37). De nombreuses pré&parations sur le marché pré-
sentent malheureusement de telles associations.
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6.2. Interaction avec d'autres médicaments

Le chloramphénicol ralentissant et diminuant 1'acti-
vité enzymatique dans l'organisme, m@me plusieurs semaines aprés
la fin d'une thérapie, les temps d'action et les taux de certaines
substances pourront &tre augmentés dangercusement. On peourra citer
les mé&dicaments suivants : antiarythmiques, barbituriques, codéine,
dicoumarol, kétamines, phénothiazines, phénytoine et tolbutamide
(26, 37).

Le chloramphénicol étant immuno-suppressif, comme
nous le verrons dans ses effets indésirables, une administration
simultanée et prolongée de corticoides pourrait avoir des consé&quen-
ces dangereuses.

Ceci entraine que dans la pratique, aucun traitement
au chloramphénicol ne peut &tre fait dans les semaines qui pré&ce-
dent ou suivent une vaccination.

6.3. Interaction avec d'autres antibiotiques

En ré&gle générale, les associations de chloramphéniccl
avec les bactéricides du groupe des b&talactames (p&nicillines,
céphalosporines) et avec les sulfamid&és sont antagonistes ; les
associations avec les autres antibiotiques peuvent &tre synergiques
comme l'indiqueyla figure n° 2,

Cette figure résume les recommandations destinées a
réduire les principaux dangers des associaticns sans oublier que
"possibilité de combiner n'est pas forcément synonyme de "synergie”.

Comme autre interaction, l'association de chloramphé&-
nicol avec d'autres antibiotiques peut augmenter le danger de sé&-
lection de souches multirésistantes, c’est surtout le cas des té-
tracyclines.

Au bilan, le chloramphé&nicol de mécanisme d'action banal, agissant
par inhibition de la synthése des protéines au niveau des riboso-
mes, est un antibiotique bactériostatique surtout, dont le spectre
d'activité est trés &étendu. Ce qui entraine de nombreuses utilisa-

tions.

S
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CHAPITRE 111

UTILISATIONS "ET TOXICITE

A - Utilisations

Les formes, les voies d'utilisation et les posologies
du chloramphénicol sont trés variables.

Nous distinguerons des utilisations thé&rapeutiques,
des utilisations zootechniques et des utilisations dans la conser-
vation des denrées.

1. PFormes et voies d'administration

1.1, Voies d'administration

D'une maniére générale, la voie orale est la plus favo-
rable, le chloramphénicol &tant rapidement ré&sorb& & 80 ou 90 %.

Il faut cependant mentionner des exceptions importan-
tes comme nous l'avions souligné& dans l'absorption. Chez les Rumi-
nants sevrés, le chloramph&énicol est réduit par les enzymes de la mni-
croflore du rumen et ne parvient pas au but. Ainsi chez ces der-
niers, 1l'administration per os doit &tre discutée.

Par contre, chez les veaux nourris au lait, l'anti-
biotique pourra &tre bien donné& par vcie orale.

Néanmoins, il existe quelques préparations injectables
comme le montre le tableau n®°9 .
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PRINCIPES ACTIFS NOMS DEPOSES (N. D.)! VOIES D'ADMINIS-

(Médecine humaine)

( 1 )
' L]

5 ; 1 )

( ! ! TRATION )
1

: | CHLORAMPHENICOL | per os ;

( Chloramphénicol | TIFOMYCINE | per os, I M )

: | SINTOMICETINE | per os ;
!

( i ' )

( Hémissucinate !SCLNICOL 1 8C, I M IV )

( de chloramphénicol ! f )

5 , i ! )

( Thiampheniccl | THIOPHENICOL "per os, I M, I V)
! !

f 1 ! )

{ ) ! )

Tableau n® 9 : Voies d'administrations du chloramphé&nicol-

Source (28)

1.2. Formes d'utilisation

Le chloramphénicol peut se présenter sous trois formes
- La forme dragée : elle est utilis&e pour la voie orale

- Les solutions préparées 2 des concentrations définies par le
fabricant : elles sont employ&es pour les voies orale. et paren-
térale.

- Les poudree a dissoudre dans un solvant et 3 préparation extempo-
ranée : elles sont utilisées généralement pour la voie parentérale.

2., Utilisations thérapeutiques

Le chloramphénicol est utilisé dans de nombreuses
affections que nous résumons au tableau n° 10


Numerisation
Texte tapé à la machine
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Typhoide, brucellose, pneumonie atypique,

)

)

)

( : )

)

(  Homme f )

( , Balmonellose, rickettsioses )

{ z ’

)

E Bovins : Colibacilloses, salmonellose, pasteurellose, ;

( ! mammites

{ )

: , >

( Ovins t diarrhéas ;
!

z ! ’

( ! Colibacillose, salmonellose, pasteurellose, ;

( Porces f pneumonie virale, coryza, rhinite atrophique,)

E ! mammites ;
!

( 1 )

5 Equidés ! Polyarthrites a salmonelles ;
]

s z ’

( ! Pullorose, typhose, pasteurellose ;

( Volailles ! maladie respiratoire chronique, coryza g
( !

( 1 )

£ POissons : Furonculose de la truite, affections a Aero~ ;

(  monas hydrophila et & vibrio )

( ! )

Tableau n® 10 2 Affections utilisant du chloramphé

nicol
Source :(4)

3. Utilisations zootechniques

Du fait de son action toxique aplasiante, le chloram-
phénicol est utilisé en zootechnie pour obtenir des weaux blancs

Cette utilisation doit 2tre proscrite en principe, du
fait desrisquespouvant d&couler de la présence de résidus dans les
viandes, le chloramphénicol &€tant une mol&écule particuliérement
thermostable.

4, Autres utilisations

Les autres utilisations du chloramphénicol notamment
1'antibiosupplémentation et la conservation des denré&es sont res- -
treintes. o/
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Pour l'antibiosupplémentation, 1'antibiotique doit Btre
interdit en raison de sa toxicité& importante.

Pour la conservation des denrées, la raison essentiel-
le de cette restriction est qu'il est nettement moins actif que
les t&tracyclines.

En ce qui concerne la conservation du lait et de scs
dérivés, le chloramphénicocl est, aussi sans effet selon GRANVILLE
et FIEVEZ (20).

5. Posologie

La détermination de la posolcgie repese sur la comparai-
son entre les C M I (concentration minimale inhibitrice) in vitro et
les concentrations sériques ou tissulaires des antibiotiques. Ces
derniéres doivent &tre supérieures ou &gales aux C M I.

La posologie doit étre fixée de maniére a obtenir
une efficacité antibactérienne maximale et une toxicité minimale.

Pour le chloramphénicol, le point essentiel est la gran-
de variabilité des posologies que nous illustrerons par quelques
exemples pratiques pris au niveau de certains laboratoires. Nous ré-
sumons ces exemples au tableau n° 11 en rapportant chague fois 1la
posologie & la dose de chloramphénicecl par unité de poids, ceci dans
le but de faire une comparaison adéquate.

Nous notons sur ce tableau, des posologies allant de
15 mg/kg & 80 mg/kg de poids vif avec une - gamme d'intermédiaires
possibles selon les spécialités, ce qui, quand mé&me, est signifi-
catif comme écart.

Si nous en tenons aux deux exemples (Institut de séro-
thérapie de Toulouse et Laboraieire SOCAVET) qui utilisent la méme
quantité de chloramphé&nicol pour une m@me quantité d'excipient, nous
avons comme posolcgies : 25 mg/kg pour le premier et 50 mg/kg pour
le deuxiéme.

Peut-on imputer cette variabilité de posologies aux
seuls excipients, plus précisément & leur nature ? Il serait diffi-
cile de s'en sortir,

La sclution résiderait simplement & vérifier si les
posologies indiquées permettent effectivement d'obtenir une concen-
tration nécecsaire pour ag.r efficacement sur les germes sensibles,
travail que nous nous proposons d'ébaucher dans notre deuxié@me partie.

o/



33

] ] !
{ ! COMPOSITION. ! POSOLOGIES chez | POSOLOGIE : rapportées 1
i ] ! !
( . . la dose de chlworamphenizo
( LABORATOIRES ' cELoraM- ! ExciPIENT ! les ! . o 3
( : PHENICOL 1 (QUANTITE) f f par unité de poids (kg ie
( ; i ; OVINS. , PV) .
( ! ] ) 1
‘ 1 ! ! !
g TELLIER - ' 100 g. i 1000ml ! O,15 3 0,6 ml/kg | 15 i 60 mg / kg de PV
! ! ! !
2 ! ! ! '
' ! ! !
2 I ST (Institut de 1 ! I !
( Serotherapie de % 10 g % 100 ml f 25 mg kg f 25 mg /"ﬂg de PV
: de Toulouse). ! ! ! !
‘. ] ! ! !
i ! 1 ! 1
\
{ SOCAVET f 10 g f 100 ml ) 0,5 ml/kg i 50 mg / kg de PV
( ! ! ! 1
f ) 1 T T
( ! ! ! 4310 ml / animall 800 mg 3 2 000 mg/animal
t
2 RIGAUX GALENA i 2049 | 100ml | ¥0,16 20,4ml/kg; ¥ 32 2 80 mg / kg de BV
( ! ! | pour des animaux !
] 1 1
( : : | de 25 kg. !
Ez ! ! ! !
i ,

Tableau n® 11 : Posclogies du chloramph&nicol chez les OVINS
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B - ?oxicité

R ———————

Large spectre bactérien, tolérance généralement bon-
ne, administration facile per os, pourtant le chloramphénicol pré-
sente certaines caractéristiques toxicologiques.

Ces caractéristiques souvent négligées en Médecine
Vétérinaire par certains sont :

- une toxicité hématologidue principalement d'atteintes irréver-
gsibles de la moelle osseuse

- des potentialités cancérogénes
- des rieques d'ordre microbiologique.

Ces accidents imposent certaines pré&cautions lorsque
l'utilisation du produit est d&cidée, ainsi gqu'une surveillance
particuligdre des résidus dans les denrées d'origine animale.

Apregs une bréve étude pathogénique, ces caractéres
seront envisagés sous différents aspects.

1. Pathogénie

Nous savons que le chloramphénicol porte un groupement
nitrophényl en position para. Selon la notion des rapports entre
1l'isomére et la toxicité&, les corps en para sont les plus toxiques
d'aprés PEYTRAL (31).

De méme, selon DAYRENS (13) le chloramphé&nicol en li~
b&rant un noyau benzénique, peut-&tre le point de départ d'une
myélotoxicose ; ainsi des analogies entre l'intoxication chloram-~
ph&nicolique et 1l'intoxication benzé&nique ont &t& soulignées.

Par ailleurs, dans le mécanisme, certains auteurs in-
voquent l'inhibition du facteur antlanémique & la faveur des per-

tubations considérables de la flore bactérienne intestinale.

2. Toxicité aigué

La DL 50 chez la souris est de 180 mg/kg par voie in-

traveineuse et 3150 mg/kg p~r os (23).
./.
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La toxicité& aigud du chloramphé&ndcol est donc faible
méme par voie parentérale. Par contre les effets toxigques ou
indésirables ont &té& observés le plus souvent lors d'administra-
tion réitéreée.

3. Toxicité par administration réitérée

Différents travaux ont permis de mettre en évidence

~

la sensibilité plus marquée du chat a 1l'&gard de cet antibiotique.

Notons néanmo‘ns qu'a des doses tr&s importantes, &
plus de 200 mg/kg per os, le chien présente &également des signes
d'intoxication (42).

Lors d'administration réitérée, des accidents peu-
vent survenir aux doses thérapeutiques par atteinte de la moelle
osseuse entralinant des dé&sordres importants.

Ainsi, nous verrons les effets du chloramphénicol
sur les lignées hématopoiétiques et hématologiques, enfin les
autres effets tcxiques qu'cocn peut rencontrer.

3.1. Toxicité hématopoiétique et hématclogique

chez l'homme et chez 1l'animal

Le chloramphénicol exerce sur la moelle osseuse ol
s'effectue l'hématopoigse, deux types d'effets : l'aplasie
médullaire irréversible et 1l'érythroblastopénie.

a) L'aplasie médullaire irréversible

Elle est trés grave et n'est cbservée pour 1l'instant
gue chez 1l'homme.

Sur le plan clinique, elle se traduit par une pancy-
topénie correspondant 3 une atteinte des trois lignées cellu-
laires des cellules sanguines. Elle aboutit 3 :

- une anémie qui est une atteinte des hématies

- une leucopénie : elle correspond & une atteinte des leucocytes

- une thrombocytopénie : ce scnt les thrcmbocytes qui sont
affectés.
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Cet accident, plutdt rare, est interprété comme une
sensibilité individuelle, une idrosyncrasie (30).

Il peut &tre mortel surtout chez l'enfant.

B) Llerytheoblastopenie

L'érythroblastopénie ou suppression médullaire rever-
sible est moins grave que la précédente. Par contre, elle est plus
fréquente et dépend de la dose regue.

Elle s'observe chez 1l'homme et les animaux, se tradui-
sant par une anémie avec réticulocytopénie pouvant &tre associe
d (ou remplacée par) d'autres modifications cellulaires : legcopénie,
neutropénie, thrombocytopénie (23).

3.2, Autres effets toxiques ou indésirables

Les autres effets du chloramphénicol sont nombreux,
parmi lesquels nous citercons : une inhibition de la synthése des
protéines dans les cellules animales, des effets cardio-vasculaires,
des accidents d'ordre micrcbiologiques et autres observations.

- WEISBERGER et collaborateurs (45) ont mis en &vidence une Zn#i-
bition de la eynthése des protéimes.dans les cellules animales.

Ces travaux rejoingnent ceux de GODHAUX et HERBERT (18)
qui, par des &tudes sur une culturc de cellules erythroides de la
moelle osseuse de lapin ont montré une inhibition de 1la synthése
des protéines, des deux hé&moglobines et de 1'A.R.N.

D'autres recherches ont abouti a la suppression de la
synth&se primaire des anticorps : le chloramphénicol prolonge la
suivie des homogreffes chez le lapin (44)

-~ Des effete cardio-vasculaires:: ces accidents sont connus ¢chez le
nourrisson sous le nom de "syndrome gris" qui est un type de
collapsus circulatoire 1ié & un défaut de conjugaison.

- Des aceidente d'ordre microbiologique notamment des accidente
de lyee bactérienne et nn déséquilibre de la flore intestinales

o/
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Lorsque la lyse bactérienne est trop brutale, elle peut
conduire @ une lib€ration massive et dangereuse d'endotoxines bac-
tériennes, se traduisant par une simple poussée thermique ou par un
état de choc.

Le déséqguilibre de la flore intestinale est 1i& 3 une
perturbation considérable de 1'écologie microbienne de la flore
digestive. Il se traduit par des diarrhées, nausées et vomissemen?s.
- D'autres eobservatizns ont &té faites : ce sont des retards de |
erotseance chez les animaux recevant cet antibiotique comme additif
alimentaire, des troubles nsurologiques avec parfois cécité, des
allergice cutandes.

Cette toxicité importante explique les contre-~indi-
cations du chloramphénicol chez les femelles gestantes, les nouveau-
nés prématurés, les sujets présentant des hémopathiés ou des in-
suffisances hé&pato-ré&nales.

Par ailleurs, la toxicité considérable du chloramphé-
nicol dénote de l'acuité des problémes de ré&sidus posés par l'utili-
sation de ce dernier.

4., Problémes de résidus

Les gquelques travaux réalisés ont revé&lé l'ampleur de
l'utilisation du chloramph&nicol qui laisse des ré&sidus non négli-
geables dans le lait, les muscles et les organes &monctoires de
l'organisme auquel il est administré.

Selon JACQUET (22), les plus grands risques pour les
consommateurs proviennent tout d'abord du lait et des produits lai-
tiers, puis des viandes issues des animaux -abattus d'urgence.

L'ardeur du probléme posé& par les résidus du chloramphé-
nicol dans le lait est d'autant plus grande lorsque l'on sait qu'il
n'est pas détruit par la chaleur. Il résiste 3 une température de
100°C pendant 5 heures d'ol sa présence dans le lait pasteurisé et mé-
me dans le lait U.H.T (Ultra haute tension).



Il est donc absolument indispensable qu'une loi 4d'in-
terdiction sévere soit prise et appliquée & la lettre concernant
l'utilisation prolong&e de ce produit et le contr8le des viandes
en particulier celles provenant d'animaux abattus d'urgence.

En conclusion, nous pouvons retenir de cette premiére partie que
le chlorampﬁéqicol, antibiotique de structure chimique simple, de
molécule tré&s stable, obtenu par synthdse totale, 3 large spectre,
connait de nombreuses ﬁtilisations en Médecine vétérinaire.

Les différences parfois significatives entre les poso-
lcgies du chloramphé&nicol d'une spécialité & une autre, font qu'il
serait utile de sulvre sa pharmacocinétique dans les conditions de
1'Elevage de la plupart de nos pays, afin de contribuer & la déter-
nination de la plus faible concentration qui va conférer une effi-

cacit® au produit eu &gard & sa toxicité& non négligeable.

En effet, comme nous avons eu d&ja & le soculigner, plus
que des données bactériologiques, l'instauration d'un traitement
antibiotique doit se fonder sur la connaissance des paramétres phar-
macocinétiques,



/ DEUXIEME PARTIE /

ETUDE EXPERIMENTALE

xﬁ%x



La deuxiéme partie de notre travail, purement expéri-
mentale, comprendra trois chapitres

- Dans le premier chapitre, nous indiquerons le maté-
riel dont nous avons fait usage au cours de nos expériences

- Dans le deuxiéme chapitre, nous présenterons les
méthodes employées

- Dans le troisiame chapitre, nous donnerons les résul-
tats obtenus en m&me temps que nous les discuterons pour en déga-
ger les conclusicns né&cessaires.

Ce travail, financé par le Conseil d'Administration
de notre Etablissement a &t& r&alisé au Département de Pharmacie-
Toxicologie avec la collaboration technique du laboratoire de Mi-
crobioclogie.



CHAPITRE 1

LE MATERIEL D’ETUDE

Le maté&riel utilisé, tre

- 1'antibictique

- la bactérie de référen
- les milieux de culture
- le matériel de laborat
- les animaux.

A - L'antibiotique

Face & la grande variabi
phénicol, nous avons jugé opportun de
dans les conditions d'é&levage de nos

A cet effet, nous avons
deux présentations de l'antibiotique

commerce et une solution injectable.

1. Disques imprégnés du

8 varié, comprend :

ce

oire

lité de posologie du chloram-
suivre sa pharmacocinétique
pays.

utilisé dans nos expériences
: des disques imprégnés du

commerce

Ces disques ont servi a
(Concentration Minimale Inhibitrice)
lon que nous détaillerons dans notre

Ces disques sont conditi
porte les indications suivantes :

Institut Pasteur Product
3 Bd Raymond Poincare
92 430 Marnes La Coquett

i

la déterminaticn de la C M I
et au tracé de la courbe éta-
deuxiéme chapitre.

onnés dans une cartouche qui

ion

e

Disques pour antibiogramme

1 cartouche de 50 disque
Chloramphénicol : Compri
Code 66 276 01 Nov 86

s
més 30 mcg
Lot 034.
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2. Solution injectable de chloramphénicol.

Elle a été employZe pour l'administration aux animaux.

C'est une solution de composition suivante 3

Chloramphénicol...iicecececsscnsssnes 20 g
Parahydoxyhencoate cde méthyle........ 0,06 g
pParahydroxybenzoate de propyle....... 0,03 g
Excipient............ cescessssssassss OSP 100 ml.

C'est une spécialité de RIGAUX GALENA, présentée en
flacon de 50 ml.

Elle propose une posologie de 4 & 10 ml par animal
chez les ovins,

Cette posologie, non rapportée a l'unit® de poids vif,
nontre une différence allant du simple au double et demi.

En donnant une posologie globale par animal, est-ce
gue cette spécialité tient compte du poids moyen des animaux afri-
cains qui ne dépasse guére 30 kgs ? Sur le plan pondé&ral, il serait
erroné de vouloir administrer une posologie détermin€e a partir
des animaux européens & ceux africains. Ainsi, une posolcgie non
déterminée & partir du poids animal serait une tentative illusoire.

RIGAUX GALENA préccnise les voies d'administration sui-
vantes : IM, IV, SC et per os, seule voie destinée 3 l1l'administra-

tion aux volailles.

B -~ La bactérie de ré&férence

1°/ Ré&férence et pré&sentation

La bactérie utilis&e pour nos expériences porte
le nom de Sarcina lutea 2 T € ¢ 9341 (American type culture col-
lection).

Elle nous est offerte par le Docteur ARCHIMBAULT des
laboratoires VIRBAC, 2 1l'é&tat lyophilisé.

Pour le démair. .ge des travaux, cette souche a &té re-
prise dans du Bouillon nutritif. /



2. Taxonomle

Sarcina lutea est encore appelé Micrococcus luteus
par certains auteurs.

En effet, Sarcina lutea, du nom commun de Sarcina
appartient 3 la famille des Micrococcaceae qui sont des bactéries
Gram positif.

BERGEY'S (3) dans sa classification, pré&sente Sarcine.
lutea comme une bactérie ron pigmentée, catalase négative, anaé&robie.
Par contre, Micrococcus luteus est une bactérie pigmentée, cata-
lase positive, aerobie.

Or, dans nos premiéres tentatives pour juger de 1'iden-
tité de la bactérie qui nous a 88 remise, nous avons constaté qu'il
s'agit d'une bactérie pigmentée catalase positive, a&robie, tous
les caractéres en faveur de l‘'appelation Micrococcus luteus.

3. Caractéristiques de la bactérie

La bactérie qui nous est parvenue sous la dénomination
de Sarcina lutea ATCC 9341, peut se retrouver seule isclé&e ou par
groupe de 8. Elle est immobile et se présente pigmentée en jaune sur
gelcse ordinaire.

En milieu liquide, elle offre une turbidité uniforme
suivie de clarification avec un d&pst mucoide.

C'est une souche ncn pathogé&ne pour les plantes et les
animaux. Normalement, elle est retrouvée dans les sols, les pous-
siéres, les eaux et la peau de l'homme et Ades animaux.

C - Les milieux de culture

Les milieux de culture sont choisis en fonctiocn de
la bactérie utilisée.

‘Ici, nous avons utilisé du Bouillen nutritif
ou Bouillon ordinaire (B O) et du Bouillon Muéller - Hingon (M H)
fournis par 1'Institut Pac:eur). '

/.
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1°/ Bouillon Mueller=Hinton Code n® 69 447

Composition (en gramme par litre d'eau distillée)

+ Infusion de viande de boeuf deshydratée.. 300 g
. Hydrolysat acide de caséine......ece00e.. 17,5 g
IAmidon de maIs......l......Ilh‘.‘....l... 1’5g

PH ¥ 7,4 aprés autoclave.

Mode d'emploi

Verser 25 g de poudre dans un litre d'eau distillée.
porter 3 &bullition jusqu'a dissolution compléte. Stériliser
d l'autoclave 3 121°C pendant 15 mn.

C'est ce milieu qui a servi 2 couler les boltes de Pé&-
tri en vue de l'ensemencement pour le dosage.

L'utilisation de ce bouillon dé&coule du fait qu'il don-

ne les meilleurs résultats ; il est par conséquent recommandé& pour
les &tudes de croissance.

2°/ Bouillon nutritif ou ordinaire Code n° 64 066

Composition (en gramme par litre d'eau distillée)

e PEPtONE.cstreccsssncecsssssesssssssssascnsce

. Extrait de viande.c.ceecercccrcnccsccccane

. Extrait de levure....ceceeseecscacccaceases

. Chlorure de Ssodium....oeseevcccoconsocancs
PH= 7,4

Mode d'emploi

Nl N =~ WUn

Verser 13 g de poudre dans un litre d'eau distillée
Bien mélanger et répartir en tubes.

Stériliser & 1l'autoclave 3 121°C pendant 15 mn.

Ce milieu permet la croissance des germes na présentant
pas d'exigences particulilres.

Il a &t& empl-y& pour la reprise de la souche de base
et 3 chaque fois que 1'cn -.ceut regénerer la souche. '

e
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D -~ Le matériel de laboratoire

Le matériel de laboratoire comprend les objets de ver-
rerie, les appareils et divers.

1. Les objets de verrerie

- les boitea de Petri : ce sont deux r&cipients cylin-
driques plats s'emboftant 1l'un dans l'autre ; le fond de la boite
doit &tre plan.

~ les pipettes graduéecs : ce sont des tubes de verre
dont le diametre intérieur doit &tre &troit pour que chaque gradua-
tion soit espacée ; leur extrémité est &tirée. Nous avons utilisé
des pipettes de 1, 2, 5 et 10 ml, Les pipettes Pasteur sont des pi-n
pettes non graduées 3 extrémité trés &tirée qui, servent a trans-
porter la semence dans un milieu de culture,

- les tubes d eseai : ila se mesurent en mm.
Exemple 80 mm x 8 : le premier chiffre indigque la longueur du tube,
le deuxiéme &tant son diamétre extérieur. La paroi du tube doit &tre
transparente, dSpourvue destries longitudinales et de bulles d'air;
son fond résistant, sans inégalité 4d'é&paisseur.

~ les tubes d hémolyse : de forme semblable aux tubes
a essal, mais de dimensions plus petites, ils présentent les mé@mes
caractéres que ces derniers. Ils ont &té utilis&s pour les différentes
dilutions de 1l'antibiotique pour la d&termination de la C M I. C'est
aussi dans ces tubes que nous avons conditionng le plasma issu des
prélévements de sang pour le dosage.

2. Les apparecils

- leg étuves : elles sont chauffées 3 1'&lectricité
et munies d'un régulateur pcur maintenir une température constante.
On les porte g&néralement 3 37°C, température 3 laguelle la majori-
t8 des germes connaissent leur plein dsveloppement.

e
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- le Four Pgsteur.: il permet la stérilisation par la
chaleur sé&che. On obtient une stfrilisation correcte du matériel
3 180°C pendant 30 mn.

- l'autoaclgve : 1l permet la stérilisation par 1la cha-
leur humide sous une atmosph&re de 1 Bar correspondant 3 120°C
pendant 30 mn. Il sert 3 stériliser les milieux de culture.

- le bain-marie : c'est une enceinte munie d'un régu-
lateur de temp&rature et contenant de 1l'eau.

Dans cette eau, portée & une température constante
généralement 3 42°C, on met les miliecux de culture quelques ins-
tants avant de couler les boites de Petrxi.

A cette temp8rature, les milieux restent liquides et
ne se prennent pas en masse ; ce qui facilite la préparation des
boites pour l'ensemencement.

~ la centrifugeuse : elle permet d'obtenir rapidement
par la force centrifuge, la s8paration des particules solides con-
tenues dans un liquide. Elle est utilis&e pour l'obtention du plas-
ma.

3. DI VERS

- Pipetman : C'est une pipette de précision & déplace-
ment d'air. Il a Gt& utilisG® dans le dosage pour pré&lever des volu-
mes précis de liquide., De marque GILSON, il porte des graduations
de 50 & 200 mcl.

~ CoOnes d& pipeter : Ce sont des cdnes en plastique qu'on
place a l'extrémité du Pipetman. Ces cdnes pénétrent dans le liqui-
de 3 analyser pcur prendre la quantité indiquEe par le Pipetman.

- Cylindres en Aluminium : ce sont des cylindres

coupés pour la circonstance 3 partir des tubes en Aluminium. Ils
mesurent 12 mm de diamé@tre intérieur et 10 mm de hauteur. Ils sont
destings & contenir les liquides 3 doser.

/e



- les portotre : ils sont destin&s 3 porter les -
tubes 24 essai et les tubes 3 hémolyse dans le souci de ré&duire
les casses au moment des manipulations.

E -~ Les animaux

Les animaux d'exp&rience sont des ovins achetés chez un
particulier, au nombre de cing dont quatre m8les et une femelle.

Ce scnt des moutons de race Touabire communément appe-
1&és moutons locaux.

1. Caractéristiques de ces animaux

l.1., Race Touabire

C'est un mouton maure a poils ras.

Selon DOUTRESSOULE cité& par DENIS (14) "c'est un mouton
hypermétrique, convexiligne, longiligne. La taille varie de 0,75 m
a 0,90 m chez le male, 0,65 m 3 0,80 m chez la brebis et le poids
entre 30 et 45 kg“.

La peau est fine. La robe est blanche ou d fond blanc
plus ou moins t&ché de noir ou de roux ; la couleur foncée occupe
en général l'avant-main.

Les pendeloques sont fréquentes. Les jambes longues et
gréles sont termin&es par de longs sabots.

C'est un assez bon animal de boucherie

Comme toutes les races locales, le mouton Touabire bra-
ve bien les intempéries.

1.2. Age des- animaux

Ce sont des animaux trds jeunes qui ont moins de 2 ans
/.
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(entre 12 mois et 18 mois). Cette détermination approximative a
été faite A partir de l'examen de la dentition.

1.3. Poids des animaux

Le poids est un facteur prépondérant dans la détermina-
tion de de la posologie d'antibiotique 3 administrer. La pes€e a
&té faite individuellement et de fagon précise. Toutafois, on peut
noter une moyenne de 21,5 kg.

1.4, Identification

Pour identifier les animaux, nous avons utilisé la mé~
thode de marquage par la mise de boucles portant des numéros aux
oreilles., Par la suite, pour marquer les tubes qui serviront au
prélévement, nous avons substitué 3 ces num&ros des lettres A, B,
C, D, E, ce que nous avons jugé plus commode et rapide,

Nous pouvons résumer ces caractéristiques au tableau 12.

( )
1 : ) !
f NUMEROS | pDRSTGNATION !  SEXE ! AGE y FPOIDS ;
(DES ANIMAUX. ! ! ! | EN K6 )
( ! ! ! ! |
C T 1 i 1 }
( 29 | A { Femelle. { 12 mois ! 21,5 j
( ! ! ! !
: ] ] « ] 1 ;
( 30 | B 1 M&le ! 18 mois { 19 )
! ! ! !
g ! 1 ! ! )
( 39 : c : " | 18mois | 23 )
( )
< i i i i !
2 40 ) b i » 1 18 mois 1 25 )
( | ! 1 1 )
f i 1 N ] )
60 1 E ! “ 1 12 mois ! 19 )
( ! ! ! ! )

Tableau n® 12

Caractiristiques des animaux d'expérience

-

2. Mode d'entretien’des animaux
Les animaux vivent en stabulation libre dans une berge-

rie & 1l'Ecole Inter-Etats des Sciences et M&decine V&t&rinaires
(EI S MV). Par moment, ils peuvent se promener dans l'enceinte dc
1'Ecole.

Quant & l'alinentation, elle est constituée par de la
paille d'arachide qu'on distribue aux animaux deux fois par jour.
Par ailleurs, ils regoivent 3 volonté de 1l'ean contenue-dans

des bassines, y



CHAPITRE II

METHODES D’ETUDE

Dans ce chapitre, nous traiterons :

de la détermination de laCc M I
- du tracé de la courbe &talon

de l'administration du chloramphénicol aux animaux
- des prélédvements de sang

- du dosage plasmatique du chloramphé&nicol.

A - Détermination de laC M I

1. Principe

La C M I représente la concentration minimale 4'an=-
tibiotique capable d'inhiber in vitro ia multiplication bactérien-
ne. Elle permet d'apprécier le degré de sensibilité d'un germe A
l'action d'un antibiotique déterminé.

Par conséquent, un antibiotique sera donc actif sur
le plan thérapeutique, lorsque, aprés administration, les concen-
trations ré&alisés dans le sang ou les tissus sont supérieures & la
CMI,

Concernant le chloramph&nicol, les C M I pour la plu-
part des germes (exception faite des souches ré@sistantes) se si-
tuent entre 1 et 15 mcg/ml (33).

2. Technigue : m&thode par dilution

La technique utilisée pour la d&termination de la
C M1I est la méthode par dilution.

Cette technique exige des manipulations longues, mais
elle est trds sensible. On peut donc s'’en servir comme méthode
de ré&férence.

En revanche, la méthode par diffusion est rapide
mais cette derniére ne donrce que des résultats approximatifs (43).



La méthode par dilution consiste :

- 3 incorporer l'antibiotique & des séries de milieux
de culture liquides ou golides.

~ et 3@ déterminer dans des conditions expérimentales
rigoureusement d&finies, la plus petite concentration capable 4'in-
hiber la croissance du germe considéré ou C M 1I.

2.1. Préparation des tubes 38 hémolyse

Les tubes a hé&molyse, servant & contenir les différen-
tes dilutions d@'antibiotique, ont &té stérilisés et capuchonnés.
Ils ont porté des num8ros donnés correspondant 3 des dilutions
précises.

Comme cela est de régle, un té&moin a &té prévu.

La dilution a &té faite 3 l'eau distilléa.
Par ailleurs, d'autres essais de dilution faits au plas-
ma, pour juger du comportement de 1'antibiotique dans le sang, ont

donné des résultats identiques que ncus montrerons dans le prochain
paragraphe.

2.2. Mode op&ratoire

Pour la d&termination de la C M I, nous avons utili-
sé les disques imprégnés d'antibiotique de 1l'Institut Pasteur con-
tenant 30 mcg chacun.

Sachant que les C M I pour la plupart des germes se
situent entre 1 et 15 mcg, nous avens jugé utile de faire des Adi-
lutions allant de 30 mcg & 0,937 mcg/ml.

L'opération s'est déraulée de lea fagon suivante :

- Mettre dans le ler tube : 4 ml d'eau distillée stérile (E D S)
et 2 ml dans les tubes suivants

- Ajouter 4 comprimé€s (disques imprégnés de chloramph&nicol dans
le ler tube, ce qui revient a la concentration de 120 mecg pour
4 ml ou 30 mcg/ml /
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- Pipeter 2 ml du ler tube dans le 2&8me tube et 2 ml du 2&me tube
dans le 3&me, ainsi de suite jusqufau dernier

~ Rejeter les 2 ml du dernigr tube de fagon a avoir 1l'é&chelle des
concentrations c¢ésirées snus un volume &gal dans tous les tubes
comme le montre la galerie de dilution ci-dessous

= Ensuite, ajouter dans chaque tube le méme volume de milieu ense-
mencé : 1 goutte de milieu M.H contenant Sarcina lutea (SL/MH)

- Agiter

- Porter 3 l'etuve 3 37°C ; .ndant 16 3 2<h.

Il est 3 noter que toutes ces opérations se d&roulent
sous une atmosphére stérile (autour 4’une lampe A gaz Bec Bunsen)
pour &vitexr toute souillure.

!
ITII! IV

! ! ! ! ! ! )

N° TUBE 1 I ! IT ! ! VIVI! TEMOIN ;
! L ] ! ! i !

] I ] ] T z T )

EDS 14 1 21 2t 21 21! 21 2 )

! ! ! ! ! ! ! )

1 ] ] T ] ] ] )

Comprimés " ; 1 ) 1 1 ' )

CHLORAMPHENICOL) 4 | = | =1 =1 =t =} - ;
! i ] ! ' ! !

1 ) i T T ] T )

DILUTION | = 1 1/21 1741 1/811/1611/32] - ;
1 ! ! ' ! I

! i ] T T T T )

CONCENTRATION 130 | 15 t 7,513,7511,87510,937! - ;
! 1 ! ! ! ! !

(meg/ml) R T T S SR SR ;

¢ ! 1 1 ! )

SLMH (en gowtte} 1 [ 1} 1} 1, 1, 1 1 )

i )

Tableau n® 13 : Galerie de diluticn du chloramphénicol

3. Résultats

La leeture, faite 24h aprés, a donn& comme résul<~
tats

- Dans les tubes I, II, III et IV : on note une clarification du
milieu, donc pas de développement bactérien

/.
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~ Dans le tube V : on note un trés l&ger trouble, donc un tré&s 1l&-
ger développement bactérien ; rappelons que le chloramphénicol
est un bactériostatique.

- Dans les tubes VI et le t&moin, le dé&veloppement bacté&rien est
abondant, donc le trouble est bien important.

Cette expérience reprise six fois a abouti 3 la mé&me
constatation 3 chaque fois.

En assimilant la C M I & la premid&re concentration qui
inhibe la croissance, on r:ut conclure que le tube V correspond a
laCMI.

Nous pouvons donc retenir que la C M I du chloramphé-
nicol vis-3-vis de Sarcina lutea est de 1,875 mcg/ml.

B - La courbe &talon

Pour le trac€ de la courbe qui noﬁs servira de r&fée-
rence, nous avcens utilisé& la m&thode par diffusion en g&lose.

Cette m8thode est fr&quemment adopt&e en pratique cou-
rante.

1. Principe

D'une manidre gé&nérale, cette m&thode utilise le phé&-
noméne physique d'aprés lc juel, une force s'irradie d'un point en un
champ sph&rique. Autrement dit, un antibiotique "d&posé&” sur une
gélose nutritive ensemencEe, va diffuser suivant un gradient de con-
centration (6). Ainsi, la bactériec ensemenc€e ne va pas se dévelop-
per pour des concentrations suplrieures 8 la C M I. Il y aura une
~ zone d'inhibition autour de 1l'antibiotique, plus ou moins grande
 suivant la sensibilité de la souche.

Des facteurs non sz8cifiques peuvent intervenir sur le
diamd&tre de ces zones d'inhibition, En cons&quence l'&tablissement
de ce test exige des conditions exp&rimentales rigocureusement dé-
finies et son interprétation aura surtout une valeur gualitative.

2. Technique : méthode par diffusion en gélose

La technique employée est celle des cylindres utili-
sée par ARCHIMBAULT et ( .laborateurs (1).
S
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Elle est effectuée par voie microbiologique selon la
technique des cylindres utilisant Sarcina lutea ATCC 9341 culti-
vée sur pente de gélose tryptose.

2.1. Préparation des boites de Petri

Les boltes de Pé&tri de 90 mm de diamétre intérieur
sont strilisfes au préalable, refroidies et numérotées.

Dans ces boites, on coule :

- d'abord 12 ml de gelose M H qui, constitue la couche
de base

~ puis, aprés solidification de cette premiére couche,
on dépose 8 ml du mé&me milieu ensemencé par Sarcina lutea. Pour ce
faire, on récupére par grattage les colonies cultiv@es sur pente
de tryptose dans du Bouillon crdinaire. Le milieu 3 enscemencer est
obtenu en ajoutant 1 ou 2 gouttes de cette suspension dans 8 ml
de milieu,

Ces deux types de milieu M H sont maintenus au bain-
marie 3 la température de 42°C jusqu'a leur coulement. Cela permet
d'avoir une surface rSgulildre et homogéne, ce qui facilitera la
diffusion et une bonne lecture.

Tout juste aprs avoir cculé la deuxiéme couche, on
place a la surface de la gelose a 1l'aide de pinces, 4 cylindres par
boite. Ces c¢ylindres doivent &tre uniformément espacés et €loignés
du centre de la boite.

2.2. Milieu de dilution

Nous avens d'abord essayé de voir s'il n'y a pas d'er-
reur & faire les dilutions avec de 1l'eau distillée sté&rilisée, &tant
donn& que les concentrations vont 8tre recherchées & partir du
plasma.

Pour cela, nous avons testé les pentes des courbes ob-
tenues & partir des dilutions en eau distillée et des dilutions en
plasma du mouton. Nous avons utilisé le systéme des disques impré-
gnés pour ce test.

A cet effet, ..ous avons effectué& les calculs statisti-

ques 3 l'ajde de la machine CANON - Scientific Statistical calcula- ~

tor F - 73 P. o/ .
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a) Dilution en eau distillde stérile (E D 8§)

Le tableau ci-dessous nous donne le nombre de lectures
réalis@es et le diam@tre moyen correspondant & chague concentration

donnée.

( ! 1 )
i CONCENTRATION, Nombre de lec- Diamdtre ;
: tures !moyen en mm )
{ mcg pour 30 mel log (c) ' n o= 37. f (X) 3

! Y ! !
| ! ! ;
15,000 1 1,176 | 8 ! 34,60 ]
! ! ! ;
E 7,500 ! 0,875 ! 13 ! 25,40 }
! ! ! }
; 3,750 ] 0,574 ! 8 ! 20,20 }
— ! ! )
; 1,875 ! 0,273 ! 8 1 13,90 g

Tableau n° 14 : Diamdtres moyens d'inhibition pour
les dilutions en E D S

Statistiquement, ces valeurs peuvent étre représentées
sous forme d'une fonction :

r
b = 0,044
y=bx + a avec a == 0,312

G

Pour N = 4 points, le coefficient de ccrrélation
r= 0,933.

Il est significatif car ro = 0,950 pour dl = 2 et p =
0,05 (dl = "degr& de liberté et p = seuil de probabilité)

La droite de regression pour

. . 4‘{ -
log (concentration est y= 0,04 0,312

X = diam&tre en mm 1
v i

b) Dilution en plasma de mouton (P)

Les résultats 3 dilutions ¢n placma sont consignés
au tableau n° 15. /



CONCENTRATION.

( )
( : Nombre de lec—: Diam3tre )
g meg pour ! log (c) { tures n = 32 | moyen en mm ;
* ]
( 30 mcl i Y ! N X )
{“ ! ! ! )
( 15,000 1 1,176 f 8 b 30,90 )
: ‘ ! ! )
( 7,500 : 0,875 ; 8 ! 25,40 {.
< : i i )
§ 3,750 L 0,574 \ 8 t 19,80 )
: !
- i 1 ! %

TABLEAU N° 15 : Diam@tresmoyens d'inhibition pour les dilu-
tions en P

b= 0,057
Y=bx+ a avec ’
a=+«- 0,568

Pcur N = 4 points, le coefficient de corrélation

r = 0,999
Il ast significatif aussi car ro = 0,950 pour 41 = 2
etp= 05
La droite de regression pour
x = diandtre en mm est y = 0,057 x - 0,560
y = log (concentration
Sx = 6,847 s%x = 46,887
Sy = 0,389 s2y = 0,151

A partir des ré&sultats obtenus, nous pouvons tester
la différence entre les pentes des deux courbes par le test :

t = Pp - PEDS

s%p.
Pp = pente de la courbe obtenue par dilution en plasma
PEud = pente de la courbe .otenue par dilution en eau distillée sté&-
rile. o/
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Szp = variance de la pente obtenuc avec les dilutions en plasma

2
s?p = (s?y s s?x) - P%p

N=-2

t = 0,057 ~ 0,044 = 2,600
0,0CS

Pour dl = 2 et p = 0,05, la table donne pour la distribution de
t, to = 4,300

Au total, t €tant inférieur 3 to, les deux pentes ne sont pas dif-
férentes. La diffusion & partir du support E D S ou du support P
est identique

Nous pouvons donc rechercher une coube &talon & partir
des dilutions en E D S.

2.3, Mode opératoire

-~ Réaliser dans les tubes 3 hémolyse des dilutions en E D S de
chloramph&nicol identiques 3 celles faites pour la détermination
de laCMI

~ Mettre dans les cylindres 300 mcl de dilution
La mise des dilutions dans les cylindres s'est r&alis@e par
paire ; c'est-a-dire que dans deux boites différentes, on retrou-
ve les mé&mes dilutions. Cela nous a permis d'avoir 3 chaque mani-~
pulation; deux valeurs d'une méme concentratinn et d'en faire
la moyenne.

Le choix du volume & mettre dans les cylindres a fait 1l'objet

de nombreux essais et discussions 3 l'issue desquels nous avons
retenu cette valeur de 300 mcl ; nous en discuterons dans le cha-~
pitre consacré aux discussions,

- laisser les boites 4h 3 la température ambiante afin de faci-
liter la diffusion de l'antibiotique en ralentissant quelque peu
la multiplication du germe

- placer 18 2 24h 3 1'&tuve 3 37°C.
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3. Résultats
Cette manipulation a &t& reprise six fois et chaque

fols, nous avens mesuré le diamé@tre d'inhibition correspondant &
une concentration dcnnéa.

Nous avons effectué la moyenne, comme 1l'indique le
tableau ci-apreés.

*\'\ T TN SN PN TV, SR TN ST Y PR N SR PN SR S SR N P T

CONCENTRATION ! DIAMETRES D'INHIBITION (en mm) ;
en : )
meg / ml. ylére 1t 13 ! ! ] 1 )
‘lectureti 28me | 33me | 4dme ! S&me | 6&me  IMoyenne)
; ] T 1 ] 1 ] )
30,000 V25 1 26 1 23 123,51 23 1 25 1 24,25)
: ! ! ! ! ! ! )
= ] i ] T T )
15,000 ! 20 y 20,51 18 118 1 18 ! 20 ! 19,08)
! ! ! ! ! ! ! )
: ! i ] T ] 1 )
7,500 17,50 ¢ 14 | 15 114 1 17 ! 14 1 15,25)
' ! ] ! ! 1 )
] ] ] ] 1 )
3,750 b 12 0y 12 1 13 112 1 14 1 12 112,50
: ! ! ! ! ! )
! { ! ! ! )

1,875 : CMIICMIICMIICMIICMIICMI | CMI).
1 i I i 1 ! )

} 1 ! ] 1 ) ] y -
0,937 " TR SN TR S S SR SR S SR SR
! ! ! ! ! ! ! )

TABLEAU N° 16 Différentes valeursrobtenues pour la cou:be
dtalon

Indication : + ‘Absence de zone d'inhibition

Nous avons cbservé gue :

- A 0,937 mcg/ml, les colonies de Sarcina lutea poussent et
s'cbservent bien 8 1l'intérieur des cylindres. Nous pouvons en
conclure qu'ad cette concentration, nous sommes en dessous
de la CMI.

- A 1,875 mcg/ml, il y a de trds fines colonies. Le chloramphénicol
stant bactérinstatique, donc c'est notre C M I qu'on peut qua-
lifier-de C M I visuelle.

oS
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4. Choix d'une courbe &talon

Théoriquement, la sensibilité de notre méthode est de
1,875 mcg/ml. Mais 3 cette concentration, nous observons de fines
colonies.

Pour &viter toute discussion, & savoir si ce sont de
petites ou de grandes colonies, nous avons choisi la dé&tection de
la sensibilité a 3,75 mcg/ml, concentration & lagquelle nous n'avons
aucune colonie dans la zone 4'inhibition.

La diminution de cette sensibilit& ne géne pas notre
travail puisque les taux plasmatiques efficaces in vivo sont situés
entre 5 et 15 mcg/ml (2).

Les valeurs des diame@tres en fonction des concentra-
tions nous ont permis gr8ce a des calculs statistiques identiques
aux précédents, de tracer la courbe &talon (droite de regression)
d'équation y =f (x) =Db x + a

Pour la courbe &talon, trois possibilités nous sont of-

fertes.
Aprés analyse de chaque possibilité, nous choisirons

une : celle qui va minimiser aux maximum les erreurs.

COURBE N° 1

Nous avons mis en abcisses les diam@tres en mm
et en ordonnées les concentrations en mcg/ml.



( )
( Concentration : Nombre de i Diamé&tra moyen )
z meg / ml (y)! Lectures len mm (x). ;
( ‘ - )
! |
{30,000 ! 6 ! 24,25 )
( 15,000 i .6 : 19,08 )
f 7,500 ! 6 ! 15,25 ;
{ 3,750 : 6 : 12,50 )
( )
Tableau n° 17 : Valeurs servant 3 la courbe 1

= 2,253
a = - 25,982

La droite de régression pour

serait y = 2,253x - 25,982

COURBE N° 2 :

r, = 0,989

: X =

diamétre en mm
concentration
X = 17,770

¥ = 14,063

Nocus avons mis en abecisse les diamétres en mm et en

ordonnées les concentrations en log (concentration)

g Concentration i log (e) :Madne i Diam&tre ;
{ meg/ml., f (y) 5d$u§::f moyen ;
E . ; i i en mm ;
( 30,000 : 1,477 i 6 1 24,25 ;
2 15,000 b o1a76 16t 13,08 )
( 7,500 y 0,875 ! 6 1 15,25 )
; 3,750 ; 0,574 ! 6 1 12,50 i

Tableau n° 18 : Valaurs servant 3 la courbe 2

b = 0,076 }

et rp
a = - 0,317 |

La droite de régression pour

est y

0,991

X

v
"

diamétre en mm
log (concentration)
0,076x -~ 0,317

x = 17,770

y = 1,026



COURBE N° 3

Nous avons mis en abecisses log (diamdtre) et en or-
données log (concentration)ce qui nous donne le tableau suivant :

(
( CONCENTRATION; log () | Diamdtre en |  log (d)
(meg / m t () I mm !
( { ! !
( 1 ] ]
{30,000 11,477 ! 24,25 I 1,384
( 15,000 bo1,176 I 19,08 bo1,2e0
f 7,500 i1 0,875 1 15,25 1 1,183
g . 3,750 i 0,574 I 12,50 | 1,097
! ! !

N e s N Vsl Nt s Nt s st s N s

Tableau n°® 19 : Valeurs servant 3 la courbe 3

b = 3,136

ry = 0,999
a = =~ 2,851

La droite de régression pour : x = log (diamé@tre)
y = log (concentration)

Pour N = 4 points, tous les 3 coefficients sont signi-
ficatifs. Ils sont tous bien supérieurs 3 ro gui est de 0,950 pour
2 dl et p = 0,05.

Il nous semble plus logique de choisir comme courbe
étalon, la courbe n° 3 dont nous complétons les valeurs dans le
tableau suivant 3

;

( !

(Concentra- | log /¢ / : Diamdtre i log /47 : ‘y’aliurf?%g‘;]‘fez%%i
gtion en mog/ § ! en ! 1

f ml : (y) : m : (x) : log (c) : meg/ml

] i T 1 ]

% 30,000 1 1,477 28,25 I 1,38 | 1,490 , 30,903

f 15,000 1 L1 1 19,08 1 1,20 1 L1641 14,58

( 7,50 |, 085 ; 1525 | 118 | 0,859 | 1228

§ 370 ! 057 : 12,50 i 1,07 1 059 I 3,09

Tableau n° 20 : Valeur:; utilisées pour le tracé de 1la
gourbe &talon

/.
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Y = 1,026 ‘

Courbe &talon choisie

X i points expériméntaux

° ;"péiﬁga calculés., :




On constate bien que avec la courbe n°® 3, les valeurs
calculées sont tr@s proches des valeurs expérimentales, bien plus
proches que avec les deux autres courbes ; ce qui renforce notre
choix.

4 = 1,236
¥ = 1,026
Sx = 0,124
sy = 0,389

2

La variance de y est S y = 0,151

La variance liée de y calculée 3 partir de l'é&guation
en fonction de x est :

02 2 -l
S'4y = S y (1-r4)

= 0,151 x 0,002

0,0003

Les limites de confiance sur y, calcul&es pour p = 0,05

sont : i = 1,96 V’S'Zy
i &= 1,96 x 0,017
i = 0,033

avec la courbe C2 on trouve i = 0,101, ce qui est supérieur a la
limite i trouveée avec C3.

AU TOTAL, nous choisissons la courbe n° 3 d'&quation
qui nous servira de réf&rence pour le dosage

Par exemple, si on a mesur® 4@ = 14 mm, on trouve log (d)

= 1,146
y =log [fc/
log ¢/ = 0,743 + 0,033 et c = 5,534
log [ ¢!/ = 0,710 c' = 5,129
log [e"/ = 0,776 c" = 5,970

C'est~-a-dire
5,1.:9 - 5;534 - 5'970 l/.
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C - Administration du chloramphénicol

aux animaux

Aprés les préliminaires (détermination de la C M I et
tracé de la courbe &talon) nous sommes passés 3 la phase expéri-
mentale proprement dite.

1. Doses _de c¢hloramph@nicol administrées

Les animaux ayant &t& identifids et pesfés la veille, la
détermination des doses s'est faite en fonction de leur poids res-
pectif. La sclution de chloramph&nicol de RIGAUX Galena a &t& ad-
ministrée aux animaux.

Nous avens voulu nous situer dans la gamme de posologies
allant de 15 & 80 mg/kg préconises par de nombreuses spécialités et
que nous aviocns illustr@es dans notre premiére partie. Ainsi, nous
nous sommes proposé d'injecter les doses suivantes 25 mg/kg & deux
animaux 50 mg/kg 3 deux autres et au cinquiéme : 100 mg/kg.

2. Voies d'administration

Le chloramphénicol serait détruit par les enzymes de
la microflore du rumen lorsqu'il est administré par os chez les
Polygastriques.

A titre vérificatif, nous avons administré le produit
au cinquidme animal par cette voie, en prenant une dose massive
100 mg/kg, ce qui d&passe les normes reguises.

Aux quatre autres, le produit a 8té administré par voie
parentérale : & deux en sous-cutanée et 3 deux autres en intra-
musculaire.

La solution 4'antibiotique utilisée &tant une sclution
4 20 p 100 de chloramph&nicol (20 g mour 102 ml d'excipient) nous
avons injecté les doses suivantes comme 1'indique le tableau n° 21,



( ) :
( NUMERO i VOIES : POIDS nEs: QUANTITE : VOLUME A : VOLUME )
i DES ! D'ADMI~ ! ANIMAUX | A INJEC~ ! INJECTER ! TOTAL A ;
: ANIMAUX : ngggtxq- : (kg) :,TER (m/kg): (ml/kg ) : mamma(ml;
g ; : ; ; ; )
iooa 1Sous-cutande | 21,5 | 25 1 0,125 | 2,7 ;
( ! ! ! i 1 )
( ! ; | ! : 0
( B | Intramscu- | 19 } " ! " 1 2,4

( 1 laire | 1 ! ! ;
( : 1 i ; ; )
( )
¢ c ISous~cutande | 23 ! 50 {1 0,250 ! 5,8 )
( ! 1 1 ! ! )
{'ﬁ ! 1 1 1 1 ;
( D I Intrgmuscr- | 25 | » | " 1 6,3 )
( ! laire ! 1 ! 1 : )
( 1 : 1 ; ; )
( E ! per os ! 19 ! 100 ! 0,500 ! 9,5 )
( ! 1 ! 1 ol )

Tableau n° 21 : Doses et voies d'administration du chloramphé
nicol aux aniamux d'expérience

3. Lieu 4'inrjection

E

~ la voie sous-cutanée : elle est faite sous la peau du ventre

- la voie intramusculaire : le produit est injecté profon-
dément dans les muscles de la croupe

-~ la vole orale : le produit est directement introduit avec la
séringue sous sa forme brute 2 la base de la langue.

D - Prdldvements de sang

, Le sang veineux, prélevé aprés l'administration du
chloramphénicol, constituera l'€chantillon a doser

1, Technigge

Ces pr&l3vements ont &t& rdalisés en deux essais
- Dans un premier sssai, ne dispcsant pas de tubes Vénoject, sys-
t 8me approprié 2 cet effet, nous avons utilisf une m&thode qui
est ‘loin d8tre itdéale. o/
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Elle consiste 3 placer un catheter dans la jugulaire
de 1l'animal et & aspirer le sang & 1l'aide d'une séringue qu'on
vide ensuite dans un tube stérile contenant de l'hé&parinate de
lithium.

Avec catte technique, nous avons constaté que lors-~
gqu'on passe 3 une nouvelle prise, le catheter se bouchait,ce qui
est d@ a la coagulation du sang au niveau de l'aiguille. Ceci
nous obligeait, lorsgu'on terminait une prise, d'injecter une fine
quantité de serum physiologique hépariné. Aussi, &tions-nous sou-
mis & des changements fré&quents de séringue.

Ne pouvant nous apporter des résultats corrects 3 cau-
se de la dilution provoguée, cette technique a &t& abandonnge.

- La deuxiéme méthode, qui a &t& retenue, consiste 3 ponctionner
la veine au moyen d'une aiguille stérile et & recueillir le sang
directement dans le tube hépariné. On retourne immédiatement le
tube pour éviter la coagulation.

2. Recueil du plasma et conditionnement

Les préldvements ont &té& centrifugés a 4 500 tours
par mn pendant 5 mn. '

_ Le plasma est recueilli dans des tubes st&riles et
congelé 3 ~ 20°C jusqu'au moment des analyses.

3. Temps des prises de sang

Les prélévements ont &té effectués sur tous les ani-
maux au mé8me moment, Nous avons essay® de respecter l'intervalle
‘de temps en commengant toujours par le méme animal.

Nous avons d'abord ré&alis® une prise avant d'injec~
ter le chloramphénicol, ce qui nous a servi de t&moin. Le plus
important est qu'il nous a permis de virifier 1'absence de tout
résidu de produit inhibant Sarcina lutea.

Ies autrcs prises ont &t& faites aprés l'injection aux
temps suivants comme le m 'tre le tableau n°® 22, Ce tableau indique
aussi les r&férences portfes par les différents tubes correspondant
aux différents animaux. ‘

S
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E - Dosage plasmatique du chleoramphénicol

Les plasmas stockés & - 20°C ont 6te progressiﬁement
décongelés.

Tel que nous l'avons fait pour obtenir la courbe é&talon,
nous avons employé les cylindres, sans rien modifier des &tapes
de préparation pour opérer dans les m8mes conditions.

Nous avons disposé les cylindres comme d8crit précé-
demment. Nos &chantillons, d&congelés, ont £té placés dans les
cylindres 3 un volume de 300 mcl.

Afin de faciliter une bonne diffusion des plasmas en
gélose, nous avons laiss& les boites 3 la température ambiante
pendant 4 heures.

Elles ont &t& ensuite placées 3 l1l'é&tuve & 37°C en posi-
tion horizontale.

Les diam@tres d'inhibition ont &t& mesurés 16 & 24 heu-
res aprés, temps nicessaire pour le développement de la bactérie
a 1l'étuve.

Le détail de ces ré&sultats est consigné dans le pro-
chain chapitre.



CHAPITRE I1I

RESULTATS ET DISCUSSION

A - Résultats

Les résultats du dosage plasmatique du chloramphé&ni-
col, but de nos travaux ont &té& &tablis & partir des diametres
d'inhibition. Ces diamétres sont résumés dans le tableau n° 23,

Ces diamétres d'inhibition sont des moyennes obtenues
aprés plusieurs lectures.

Dans certains cas, il n'y a pas de zone d'inhibition et
les bactéries poussent 3 l'intérieur des cylindres.

Ces diamétres exprimés en millimétres, convertis en
logarithme, ont donné par interpolation avec la courbe &talon re-
tenue, les concentrations plasmatiques en logarithme. Ces valeurs
sont consignées au tableau n° 24.

A partir de ces derni@res valeurs (logarithme des con-
centrations plasmatiques) ncus pouvons passer librement 2 la con-
centration plasmatique en mcg/ml comme 1'indique le tableau n°® 25.
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TABLEA

U N° 24 : Logarithme des diamétres d‘'inhibition et

Logarithme des concentrations plasmatiques

en fonction du temps de prélévement.
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Afin d’interpréter nos résultats, nous avons repré&-
senté, cumulées ax m8mes coordonnées, les éourbes d'évolution des
concentrations plasmatiques en chloramph&énicol (mcg/ml) pour chaque
animal (figure n° 4 et 5).

La courbe pour l'animal A n'est pas représentable
car les concentrations retrouvées demeurent inférieures 3 la limi-
te de détection retenue.

Pour la clarté de l'interprétation, nous prenons ani-
mal par animal.

Animal A

Il a regu le chloramphénicol en sous-cutanée & la dose
de 25 mg/kg.

Les concentrations plasmatiques ne sont pas dé€celables
parce qu'é&tant inférieures 3 la limite de d&tection retenue.

2 - Animal B

Le produit lui a &t& administr® en  intramusculaire 3 la
méme dose que l'animal A.

Nous constatons :

- une détection rapide de la concentration plasmatique
au bout de 15 mn.

- un pic précoce d8s la lére heure avec une concentra-
tion supBricure & la C T M (Concentration Thérapeutigque Minimale)
qui est de 5 mcg/ml,

- une diminution de cette concentration qui devient
rapidement non d&celable 3 partir de 2h 30 mn.

3 - Animal C

L'injection a &€t& faite en sous~-cutanSe 3 la dose de
50 mg/kg.
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- 4 FIGURE »° 4 : EVOLUTION DES CONCENTRATIONS PLASMATIQUES
EN CHLORAMPHENICOL CHEZ LES ANIMAUX D'EXPERIENCE
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FIGURE N° 5 : EVOLUTION DES CONCENTRATIONS PLASMATIQUES
EN CHLORAMPHENICOL CHEZ LES ANIMAUX
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Il montre :

= une détecticn & la 302me minute.

- un pic pr8coce au bout d'lh 30 mn, pic le plus &le-
vé, atteignant presque la limite supérieure des concentrations ef-
ficaces et persistant jusqu'3 3 h.

~ la diminution rapide de cette concentration, mais
demeurant au cCessus de 1la C T M jusqu'a 5 h

- la chute se prolonge pour &tre en dessous de la C T M
3 partir de la 6&me heure.

4 - Animal D

Il a regu la mé&me dose gque l'animal C mais en intra-

musculaire.

Nous constatons :

- une détection tardive (par rapport aux pré&cédents)
21h. '

- des concentrations en dessus de la C T M au bout de
2h 30 mn

- un pic tardif 3 la 6&me heure, se maintenant pendant
2 h,

- une chute &e la concentration 3 partir de la 8&me
heure, tout en restant supérieure 38 1la C T M jusqu'a la 128me heu-
re, pour &tre non décelable & partir de la 16&me heure.

5 =~ Animal E

Pour cet animal qui a regu une dose de 100 mg/kg per
08, nous observons :

~ une détection précoce (dds la 15&8me minute) avec une
concentration initiale plus &levée que chez tous les autres et m&me
sup8ricure 3 la C T M

- son pic plasmatique est atteint au bout d‘'lh 30 mn
se maintenant pendant 30 mn seulement et décroit tout en demeur
rant supérieur 2 1la C T M jusqu'a 3 h.

- Apr&s la 3¢me heure, cette décrnissance s'accentue et
l1a concentration devient non dScelable au bout de 5 h.
o/



B - Discussion

1. Commentaires das r&sultats

1.1, Animaux A et B

Ayant regu la m&me dose d'antibiotique, les concen-
trations plasmatiques ne sont enregistrables que chez B.

Nous pouvons &tre tenté d'attribuer ce fait dans une
premidre approche 3 la voie d'administration qui différe chez ces
deux animaux.

En effet, le muscle &tant trés vascularis&, la r&-
sorption est plus rapide gu'a partir du tissu sous-cutané.

Ainsi, face 2 la rapidité de ré&sorption, effet re-
cherché lorsqu'on instaure une thérapeutique d'urgence, nous choi-
sirons la voie intramusculaire plutdt que celle sous-cutande, si
nous faisons fi de tous les autres facteurs pouvant intervenir dans
ce choix.

Mais si nous nous en tenons 2 cette seule considéra-
tion, nous aurions, méme si cela parvenait tardivement, des con-
centrations plasmatiques voisines de celles obtenues chez B. Nous
prenons pour preuve les résultats des animaux C et D gui ont regu
la mé&me dose mais 3 des voles différentes.

Pour expliguer plus cu moins ces concentrations faibles
il serait plus raisonnable de se référer au mécanisme d'absorption
des préparations injectdes sous la peau.

Cette absorption s‘effectue initialement par un pro-
cessus de diffusicn au sein de la substance fondamentale ; cette
étape est suivie d'une p@nédtration 3 travers l'endothflium des vais-
seaux sanguins et lymphatiques c¢'est~3-dire d'une ré&sorption (40).

Or, c'est la permBabilité de la substance fondamenta-
le gqui r2gle un grand nombre de phé&nomenes physioclcgigues et patho-
logiques en raison de la plasticit& de ses propri&tés physico-
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chimiques. Ainsi, sous 1l'action de la hyaluronidase, enzyme pré-
sent dans les tissus, l'acide hyaluronique contenu dans la substan-
ce fondamentale est hydrolysé. Cette hydrolyse conduit a des chai-
nons 8l&mentaires d'acide glucuronique et d’acétylglucosamine. De
cette dépolym&risation résulte une diminution de la viscosité.

Si pour une raison quelconque, l'enzyme n'arrive pas &
assumer son r8le, on aura une augmentation de la viscosité et par-
tant une diminution de la diffusion, ce qui peut &tre 3 l'origine
des concentrations infraliminaires rencontr&es au niveau de l'ani-
mal A,

Chez 1l'animal B, la détection rapide et le pic précoce
se comprennent aisément ; le muscle &tant plus vascularisé que le
tissu sous-cutané. Mais rapidement la concentration passe en des-
gsous de la C T M apres 2 h. Cela ravient &8 dire que la dose de
25 mg/kg est insuffisante car on ne peut pas s'amuser 3 adminis-
trer un antibiotique 3 un animal toutes les 2 h, ce qui constitue-
rait un "non sens"&conomique.

1.2, Animaux C et D

Ils ont regu la méme dose : 50 mg/kg

- we pic &levé chez C, attioignant la limite supé&rieure des concen-
trations efficaces, déncte de l'acceptabilité de cette dose. Mais
rapidement, cette concentration chute pour &tre en desscus de
la C T M2 partir de la 6&me heure seulement.

Cette observation améne 3 dSduire que 1l'administration
de cette dose ne permet pas de maintenir des concentrations effi-
caces pendant plus de 5 h par la voie sous-cutanée.

- Par contre, chez l'animal D, on note une d&tection tardive. L'al-
lure de sa courbe représentative dans la ré&gion des concentrations
efficaces, se trouve déplacde par rapport & celles des autres ani-
maux. Cet &tat pourrait &tre attribu® 3 une sensibilité particu-
liére de 1l'animal (une idiosyncrasie).

Son pic 8levé, aussi proche de celui de C, confirme que

e



L Xeamn W W W W N W X e Tt X e o X X o W

- 78 -
la dose de 50 mg/kg peut conférer une efficacité au produit.

Le maintien des taux plasmatiques en dessus de la C T M
pendant 12 h montre que la voie ' intramusculaire peut &tre retenue.

1.3. Animal E

Il a regu 100 mg/kg du produit par la voie orale.

Il présente une détection pr&coce avec une concentra-
tion supérieure 38 la C T M dés 15 mn.

Son pic plasmatique identique 3 celui de B est atteint
au bout d'lh 30 mn et la concentration reste supérieure a3 la C T M
jusqu'a 3 h,

La détection pré&coce est liée au fait que le chloram-
phénicol, étant lipophile, traverse rapidement la muqueuse digestive.

L'cbtention de concentrations plasmatiques aussi faibles
par rapport 38 la dose administrée, dénote bien du déroulement d'un
processus au cours de l'absorption du produit par cette voie. On

"peut admettre que le chloramph&nicol serait détruit comme l'ont sou-

ligné 1les travaux de THEODORIDES consigné&s au tableau n°® 4 que
nous reprenons en partie.

ESPECE ! . VOIE ! DOSE ! TEMPS ITAUX SERI ! AUTEURS ;
1 | UTILISEE ! IQUES (meg/! ;
! ! (mg/kg) ! 1 mi)
i 1 T ] 1 g
CHEVAL ! per os ! 50 !' 45 mn ! 50 ! ZAKOPAL )
i "oow i 15 '3 60 mn i 50 : BROOK )
i ! ! ! 1 g
CHIEN | * " | 75 | 4h | 40 | GLASKO )
! 1 ! ! ! )
1 T 1 T 1 )
MOUTON ! " " | 50 1 - ! 0 ! THEODORI- )
! ! : ! ! ! DES ;

TABLEAU N°® 26 : Modalités de l'absorption du chloramph&nicol
par la voie orale.

THEODORIDES a utilisé& 50 mg/kg et a obtenu des taux s&riques nuls.

Avec 100 mg/kg, --us avons des concentrations dicelables
jusqu'd la 5&me heure, avec un pic de 9,245 mcg/ml. o/
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Pour notre part, il s'agirait d'une destruction limi-
tative. Les micro organismes du rumen, grce a3 la nitro-
réductase gu'ils &€laborent, limitent quantitativement 1'absorption
du chloramph&nicol en r&alisant une nitror&duction du groupement ni-
tré.

Ainsi, avec des doses trés fortegdu chloramphénicol
par cette voie, on peut escompter des concentrations efficaces pen-
dant un temps réduit. Mais &conomiquement, cela ne semble pas ren-
table en raison du colit &levé que rev@tirait ce traitement.

ZAKOPAL, BROOK et GLASKO, utilisant des doses moyennes
de chloramphénicol par cette voie chez les Monogastriques (cheval,
chien) ont abouti 3 des taux sériques assez &levés.

Par conséquent, cette voie doit &tre dSlaissSe au pro-~
fit de la vole parentérale chez les Ruminants.

2, Méthode de dosage : choix du volume utilisé

L'utilisation du volume de 300 mcl pour ncs dosages a
&té retenue aprés les essais effectués pour obtenir la courbe &talon.

. Sa référant aux travaux d'ARCHIMBAULT et cocllaborateurs
gui dosaient 1l'Ampicilline chez la volaille nous avons essayé succes-—
sivement 1 000, 500, 300, 200 et 100 mcl.

- Avec 1 000 mcl et 500 mcl, nous avons constaté apreés
le temps de séjour a4 1'€tuve, qu'il restait une quantité importan-
te de liquide dans les deux cas,

- Avec 300 mcl et 200 mcl, le volume de liquide res-
tant &tait négligeable.

- Avec 100 mecl, tout le liquide &tait absorb& par la
gElose.

A l'isswede ces essais, nous avons constaté que les
résultats avec 300 mcl sont supérieurs aux résultats avec 200 mcl.

Devant notre souci gqui &tait de mettre le plus de volu-
me possible afin 4'augmenter la sensibilit& de la méthode, nous avons
-/l



retenu le volume de 300 mcl.

Par la suite, nous avons opSré dans les mé@mes conditions
pour le dosage plasmatique. '

3. Proposition d'une posologie

Face aux r8sultats obtenus sur les différents animaux,
la posologie de 50 mg/kg peut &tre retenue 3 condition 4'&tre rencu-
vel8e toutes les 12 heures.

Cela revient 2 deux injections de 50 mg/kg par jour ;
ce qui rejoint en partie les travaux de TOUTAIN et collaborateurs
(39)

Pour la voie 4d'administration, si on doit s'en tenir
qu'aux seules réactions des animaux C et D, il serait difficile de se
prononcer pour les raiscons suivantes.

- C montrant le pic le plus &levé et pr&cccement mais
la concentration plasmatique se maintenant trds peu au-dessus de la
CTM .

- D montrant un pic &lev& mais inférieur 3 celui de C,
apparaissant tardivement mais se maintenant longtemps au dessus de la
CT M. ‘

On pourrait proposer pour cette dose, l'administration
simultante des dsux voies : la moitié de la dose en sgous-cutanée
et l'autre moitié en intramusculaire. I1 s'agira d'appliquer une
"thérapeutique de complémentarité" ainsi les inconvénients de 1'une
comple&teront les avantages de l'autre et vice versa ; ceci confére-
rait une meilleure efficacité au produit.

Nous pensons que les exp€rimentations méritent d'@tre
reprises avec cette dose en opérant sur un nombre plus &levé d'ani-
maux, afin d'expliquer de fag¢gon plus approfondie le comportement
de 1l'animal C.



Le chlcramphénicol, antibiotique 3 large spectre
d'activité bactérijostatigue, connait de nombreuses utilisations
en Médecine vétérinaire.

La perplexité d'administraticn liée aux différences
parfois significatives entre les posologies de cet antibiotique
d'une spécialité & une autre, nous a amenée 3 suivre ses concen-
trations‘plasmatiques dans les conditions d'élevage de la plupart
de nos pays. Le but de cette étude est de connaltre la plus
faible dose qui va conférer une efficacité au produit.

Nos moyens trés réduits nous ont soumis a8 1l'adoption
d'une méthode assez limitée : la m&thcde de titrage microbiolo-
gique par diffusicn en g&lose selon la technique des cylindres,
avec comme bactérie de ré&férence Sarcina lutea AT CC 9341.Tou-
tefois, cette mé&thode quoique limitée, permet de doser des ccn=

centrations plasmatiques utiles de chloramphé&nicol avec la souche
de bactérie choisie.

Ce travail a porté sur cing moutons de race locale
selon les modalités suivantes :

Premiérement : administration de 25 mg/kg 3 deux animaux.
Les 25 m¢ kg ont été administrés & 1l'un des
animaux par la voie sous-cutanée et 3 l1l'autre
par la voie intramusculaire ;

Deuxi2mement : administraticn de 50 mg/kg 3 deux autres ; comme
précédemment, 1l'un a regu la dose nécessaire en
sous~cutanée et 1l'autre en intramusculaire;

Troisiémement : administration 3 un seul animal par la voie
orale d'une dose de 100 mg/kg.

A la lumiére de nos résultats, il ressort que :

La CMI du chlcramphénicol vis~-a-vis de Sarcina lutea est de
1,875 mg/kg.
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- L'utilisation du chloramphéniccl par la voie orale chez les
Ruminants est &conomiquement inutile : les micro-organismeg du
rumen,gr&ce & la nitroré&ductase qu‘ils Elaborent, limitent
quantitativement l'absorption de cet antibiotique en réalisant
une nitroréduction du groupement nitré.

- Toute posologie inférieure 38 50 mg/kg de chloramphénicol par
voie parentérale s'aveére insuffisante, la plus petite concentra-
tion plasmatique utile n'é&tant pas atteinte,

- La posologie de 50 mg/kg par vole parentérale peut &tre retenue
3a condition a'étre renouvelée toutes les 12 heures afin de main-
tenir Ces concentrations plasmatiques au-dessus de la CTM
(concentraticn thérapeutique minimale) qui est 5 mg/kg.

- Face aux réactions de nos animaux, nous pourrions proposer
pour cette dose de 50 mg/kg, l'application d'une "thérapeutique
de complémentarité" concernant les voies d‘'administration : il
s'agira d'injecter simultanément la moitié de la dose en scus-
cutancée et l'autre moiti& en intramusculaire.

Ces expérimentations préliminaires méritent d'@tre
reprises avec cette dose en opérant sur un nombre &€levé d'animaux.
Ceci permettra dGe proposer une posologie acceptable aussi bien
sur le plan thérapeutique gue toxicologique.

Notre souhait, pour finir, est de voir ce travail
repris par des méthodes de dosage plus &labor&es notamment le
dosage par la chromatographie liquide haute performance (HPLC).
Ce quil permettra, nous le pensons, de traiter plus efficacement
et de fagon plus économique certaines maladies infectiecuses de
chez nous avec cet antibiotique gu'est le chloramphénicol.
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