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Résumé : Une bonne connaissance de la distribution et la diffusion des antibiotiques dans les
différentes biophases de la mamelle est importante, afin de choisir une molécule adaptée a la
localisation des bactéries pathogenes lors d’un traitement. Cet article aborde ce sujet complexe, en
présentant une approche de modélisation pharmacocinétique basée sur la physiologie de la mamelle,
et en l'illustrant avec I'oxytétracycline comme exemple didactique.
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Introduction :

Le recours aux antibiotiques lors d’infection de la mamelle est une pratique dont le choix raisonné doit
se faire en fonction des caractéristiques pharmacocinétiques et pharmacodynamiques de la (ou des)
molécule(s) en lien avec I'agent pathogéne ciblé. Cependant, la mamelle est un tissu complexe divisé
en différents compartiments a mettre en relation avec la localisation des agents pathogénes du lait :
lait citernal et alvéolaire, épithélium, (en surface mais aussi en intra-cellulaire), cellules immunitaires,
milieu extracellulaire etc. La pharmacocinétique est particulierement utile afin de pouvoir suivre
I'évolution des concentrations d'antibiotique dans le temps, dans les différents compartiments
mammaires ; les outils de modélisation pharmacocinétique peuvent étre plus ou moins élaborés afin
de prendre en compte les différents changements physio-pathologiques se déroulant lors d’infection
de la mamelle. Une revue des caractéristiques pharmacocinétiques des traitements antibiotiques (par
voie locale et systémique) pour traiter les mammites ayant été récemment publiée (1), I'objectif de
cet article est d’illustrer I'intérét de la modélisation pharmacocinétique mécanistique (ou basée sur la
physiologie) pour présenter ces modeles, grace a I'exemple de I'oxytétracycline (OTC). Il convient de
souligner que cet antibiotique a été choisi comme exemple didactique, et non dans un objectif de
recommandation (ou de non-recommandation) thérapeutique.

I/ Approche Pharmacocinétique (mécanistique) de la mamelle :

A contrario de la modélisation pharmacocinétique « compartimentale » classique dans laquelle les
compartiments ont une signification plus empirique que réellement biologique, la modélisation PBPK
(Physiologically based- Pharmacokinetic) prend en compte I'anatomie et la physiologie de I'organisme
considéré. Ainsi, chaque organe ou tissu distinct est représenté par un compartiment, connecté entre
eux par la circulation sanguine. Les parameétres physiologiques, volume des organes/tissus et débits
sanguins, sont propres a I'espece considérée (Fig. 1A). L'objectif de ce type de modéle est de pouvoir



décrire la pharmacocinétique d’une molécule avec une vision plus mécanistique, et donc (a priori) plus
réaliste, et également de pouvoir réaliser des extrapolations inter-espéces, en utilisant les parametres
physiologiques, spécifiques de I'espece. Chaque compartiment tissulaire peut lui-méme étre subdivisé
en sous-compartiments afin de tenir compte des structures propres a chaque tissu, comme par
exemple pour la mamelle (Fig. 1B).

A
Unlonjzed «——————~ lonized
T' Y proteins ,
Unionized « + |onized EW
: H=7.4
) Passive Albumin pH=Z
sinusoidar  diffusion
- membrane ;
Muscle Unionized * *lonized w
: H=7
N - Fat . 2
NP Casein Cal
Lun S
g Passive W:\e_y Mg®
diffusion proiss
X Adipose
Residual
'g Kid " milk = Unionized « » lonized
- idneys . o \ o
2 4 . canalicular G, Alvi
= ! Mg veolar
9 - = memitome : milk
=] Turin m !
a uring = fat pH=6:58
g 2 Casein
- - - . Whey proteins
+bile Y | L __________ Milklng‘:>
T R m———— o -
[
+ Udder + ! i Unignized * * lonized ¥ ;
' »
[ Ca¥ » : :
i [ Mg o
s i > . Cisternal
ey
Lo Fat hilk
- . £ Casein pH6.68"
' g
Rest ' : Whey proteins i :
(P T,

Fig 1 : Modéle PBPK pour I'oxytetracycline injectable chez la vache et la chévre, extrait de Tardiveau et. al. (2).

(A) : le modeéle complet avec tous les compartiments, représentatifs de I'organisme. (B) : focus sur le compartiment
« mamelle », subdivisé en sous-compartiments vasculaire, interstitiel, intra-cellulaire, lait alvéolaire et citernal.

Qudder = flux sanguin irrigant la mamelle, NL : lipide neutre ; NP : phospholipide neutre ; EW : milieu extra-cellulaire ; IW :
milieu intra-cellulaire des cellules productrices de lait.

Dans cette représentation de la glande mammaire (2), les différents compartiments vasculaire,
interstitiel (eau extra-cellulaire) et intra-cellulaire ainsi que la division entre lait alvéolaire et citernal
sont représentés, avec I'ensemble des caractéristiques physico-chimiques/biochimiques qui leur sont
propres et qui vont influencer la pharmacocinétique de la molécule étudiée : le pH (pour I'ionisation),
la concentration en composants protéiques et graisseux (impacte la liaison a la molécule), et la
concentration de certains ions majoritaires qui peuvent interagir avec la molécule (exemple chélation
avec le calcium et le magnésium). La diffusion passive est le mécanisme principal permettant le passage
de la molécule sous sa forme non-ionisée entre ces différents sous-compartiments. L'intérét principal
de ce type de modeéle repose dans leur flexibilité, permettant par exemple de prendre en compte des
intervalles de traite différents ou des modifications de valeurs physiologiques, par exemple volume de
production au cours du temps afin d’extrapoler le comportement cinétique de la molécule chez la
vache vers la chevre (2) (voir section 2 ci-dessous).

2/ Modeéle PBPK de la mamelle : application a I’OTC par voie systémique et lien avec les CMI

Ce modele PBPK, adapté a I'OTC injectable, a permis de prédire convenablement les concentrations
obtenues dans le plasma et le lait lors d’une étude pharmacocinétique expérimentale aprés injection



intra-musculaire (IM) d’OTC, a la fois chez la vache et la chevre. En outre, le modéle a été capable de
simuler les cinétiques en accord avec des données d’études pharmacocinétiques plus anciennes issues
de la littérature obtenues apres administration IM et IV a différentes posologies (2), renfor¢ant ainsi la
valeur prédictive du modele. Le modele PBPK permet en plus, d’estimer la concentration libre d’'OTC
dans le lait qui est la concentration active sur les bactéries extracellulaires. Ainsi pour un traitement a
10 mg/kg en IV, le modeéle prédit que la concentration libre en OTC équivaut a 40 % de la concentration
totale (chez la vache et la chévre), principalement en raison de la liaison de I'OTC avec les cations du
lait (Fig 2).
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Fig 2 : Simulation des concentrations médianes en OTC aprés une administration IV de 10 mg/kg a partir du modéle PBPK
chez une vache ou une chévre, traite 2 fois/jour (intervalle de 12h chez la vache/ intervalle de 9h/15h chez la chévre). Les
courbes noires représentent la concentration libre (trait plein) et totale (trait pointillé) dans le lait. La concentration
plasmatique totale est représentée par la courbe bleue. La ligne rouge matérialise une hypothétique bactérie avec une CMI
de 2 mg/L. Du fait notamment de la clairance plus forte chez la chévre, les concentrations d’OTC dans le lait décroissent de
facon plus rapidement que chez la vache.

L’évolution de la concentration libre (dans le lait) est a mettre en relation avec les valeurs des CMI qui
sont obtenues dans les systemes in vitro conventionnels, avec uniqguement les concentrations libres
des antibiotiques (assertion vraie pour la méthode de détermination des CMI en milieu liquide). Ainsi,
pour lutter contre une souche pathogéne (sensible) ayant une CMI=2 mg/L pour I'OTC, on voit bien sur
la Fig. 2 qu’il est peu probable que la posologie recommandée pour I'OTC (galénique courte action) de
10 mg/kg soit efficace car la concentration libre en OTC dans le lait reste inférieure a 2 mg/L chez ces
2 especes. Ceci est en accord avec une étude in vitro démontrant la moindre sensibilité aux
tétracyclines des souches mises en culture avec du lait par rapport au milieu conventionnel
microbiologique utilisé pour déterminer les CMI : les valeurs de CMI étaient 4 a 8 fois supérieures pour
S. aureus, et 16 a 32 fois supérieures pour E. coli dans le lait (3). A noter que cette moindre sensibilité
dans le lait dépend de la molécule antibiotique (et de la bactérie ciblée). Ainsi, dans une étude
comparant la aussi I'effet du lait versus le milieu de culture conventionnel avec E. coli, il a été montré
que l'efficacité de la céfalexine pour réduire la charge bactérienne était peu modifiée dans le lait
comparée a I'efficacité de la kanamycine qui, elle, était trés fortement réduite (4).



L'intérét du modele PBPK réside dans la possibilité de simuler les concentrations (libres et totales)
attendues dans les sous-compartiments du tissu mammaire, notamment le milieu interstitiel et le
contenu intra-cellulaire. Ces aspects pourraient étre d’une grande utilité pour tenter de prédire
I'efficacité d’un traitement antibiotique contre les bactéries pathogénes ayant un tropisme intra-
cellulaire, tels que certains staphylocoques (5) ou streptocoques (6). Cependant, les concentrations
prédites sont a confronter avec des données observées qui, a I’heure actuelle, n’existent pas dans la
littérature en raison de la complexité de mesure des concentrations a ce niveau cellulaire. Des études
ont été menées pour mesurer la diffusion de certains antibiotiques dans le tissu mammaire, soit a
partir de modeéles de glandes mammaires isolées perfusées (7; 8), soit en post-mortem suite a un
traitement antibiotique (9). Néanmoins, ce type de mesure au niveau tissulaire n’est que le reflet d’'un
agrégat de matrices vasculaire, interstitielle et intracellulaire, sans différenciation entre
concentrations libres et totales, et ne permet pas donc pas de répondre réellement a la question
précédemment soulevée. Récemment, une équipe a publié des résultats préliminaires sur I'utilisation
de sonde d’ultrafiltration fixée dans la citerne de la mamelle pour mesurer les concentrations de
flunixine, entre des quartiers sains et infectés (10). Ce type d’instrument permet de récolter
uniquement l'ultrafiltrat du lait, c’est-a-dire le lait affranchi des protéines et autres grosses molécules,
et donc de ne mesurer que la concentration libre (soit celle directement efficace). Cela permet d’établir
un profil cinétique des concentrations libres de la mamelle de fagon plus réguliére et moins biaisée
gue vis-a-vis des mesures dans le lait total collecté lors des traites. Un tel dispositif serait intéressant
a mettre en place pour avoir un suivi cinétique plus pertinent de la diffusion des antibiotiques dans la
mamelle.

3/ Modele PBPK et application lors de mammite clinique

Lors d’infection de la mamelle, une élévation du pH est souvent observée et, selon la gravité de
I'infection, une altération de la barriere sang-lait se produit (augmentation de la perméabilité) (11; 12).
Ces modifications structurales et physico-chimiques vont impacter la distribution des antibiotiques
dans le lait. En reprenant I'exemple de I'OTC, la figure 3 nous montre I'impact attendu d’une élévation
du pH du lait a 7,1 (Fig 3B). Les concentrations totales en OTC vont augmenter mais la concentration
libre ne sera que peu modifiée car le pH va également jouer sur I'affinité de la molécule aux cations
divalents. En revanche, une augmentation du pH associée a une augmentation de la perméabilité (Fig
3C) va produire des concentrations en OTC libres (et totales) supérieures aux cas précédents, ce qui
sera favorable pour combattre les bactéries pathogenes présentes.
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Fig 3 : Simulation des Concentrations médianes en OTC dans le lait aprés une IV de 10mg/kg a partir du modéle
PBPK chez (A) une vache « saine » ; (B) une vache avec infection mammaire entrainant une augmentation du
pH du lait (de 6.7 a 7.1) ; (C) une vache avec infection mammaire entrainant une augmentation du pH du lait
et de la perméabilité mammaire (3 fois supérieure). (traite 2 fois/jour) .

Les courbes noires représentent la concentration libre (trait plein) et totale (trait pointillé) dans le lait. La ligne
rouge matérialise une hypothétique bactérie avec une CMI de 2 mg/L.

Ces simulations permettent d’éclairer des travaux récemment publiés par une équipe japonaise, ayant
traité des vaches a mammites colibacillaires avec de I'OTC (10 mg/kg) en lere intention, puis en relais
avec, soit continuité de I'OTC, soit une fluoroquinolone (13). Les valeurs des CMI a I’OTC des souches
sensibles, avant traitement, étaient majoritairement égales a 2 mg/L (avec un intervalle allantde 1 3 4
mg/L). Au vu des simulations présentées sur la figure 3, il est aisément compréhensible qu’a cette
posologie, il est peu probable que I'OTC permette une éradication bactérienne suffisante dans la
mamelle, comme le soulignent les auteurs de cette étude (13). Il faut cependant rappeler les limites
de cet exercice: (i) les simulations présentées ici ne tiennent pas compte de la variabilité inter-
individuelle (i.e. certaines vaches auront des concentrations laitieres en OTC supérieures au profil
médian et vice versa) ; (ii) de nombreux autres facteurs entrent en ligne de compte, notamment les
modifications physiopathologiques de la mamelle lors d’une infection sont bien plus complexes que
I’évolution des 2 parametres discutés (12) ; (iii) I'intérét de I'OTC injectable (ou d’une autre molécule)
est également d’avoir un effet systémique sur une éventuelle septicémie associée a la mammite, car
les concentrations plasmatiques (libres) sont supérieures a celles du lait ; (iv) cette étude est difficile a
interpréter car des traitements concomitants intra-mammaires ont pu étre effectués, sans en préciser
la teneur (13).

4 / Modéle PBPK et administration intra-mammaire

L'injection par voie locale est une autre voie possible concernant le traitement des infections
mammaires. Les concentrations dans le lait sont souvent supérieures vis-a-vis de I'administration
systémique. Ainsi pour reprendre I'exemple de I'OTC, une étude a montré que sur 5 jours de
traitement, les concentrations dans le lait étaient environ 10 a 100 fois supérieures pour les injections
intra-mammaires comparées aux injections systémiques, chez des vaches présentant une mammite
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clinique (14). Cependant, I'administration locale souléve aussi des interrogations car la répartition des
molécules est plus hétérogene avec une variabilité inter-individuelle souvent forte (15) , qui dépend
notamment de l'intervalle de traite (16) et de I'état d’inflammation de la mamelle (congestion, etc)
(17).

Le modele présenté en Fig.1 n’a pas été développé ni confronté a des données pharmacocinétiques
issus de traitement intra-mammaire, ce qui en est une limite principale. Cependant, d’autres équipes
ont développé des modeles (plus ou moins) physiologiques de la mamelle prenant en compte cette
voie d’administration (voir figure 4)
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Fig 4 : Autres modéles de type PBPK permettant de décrire la pharmacocinétique de la mamelle, notamment
avec la voie d’administration intra-mammaire. A gauche, le modéle de Woodward et. al (16). A droite le
modeéle de Li et. al. (18), avec 2 représentations possibles de la mamelle plus ou moins physiologiques.

Ces deux modeles (16; 18) ont été appliqués avec succes pour décrire et prédire la pharmacocinétique
de plusieurs béta-lactamines (pénicilline G, céfapirine, céfuroxime) dans le lait (et le plasma) de vache
aprés administration locale, illustrant la flexibilité de ces modéles pour des molécules avec des
caractéristiques physico-chimiques différentes. Contrairement a la voie injectable, la fréquence des
traites est un parameétre fondamental qui conditionne fortement I’élimination des molécules et le
modele de Li et. al. (18) a démontré sa capacité a prédire correctement les concentrations observées
dans le lait selon différents schémas de traite. Dans ces 2 modeles le compartiment « mamelle » était
cependant moins élaboré que dans le modéle de Tardiveau et. al (2) (Fig. 1) et ne permettait de prédire
que les concentrations totales dans le lait. Il est a noter que les différents modéles PBPK présentés
dans cet article (Fig 1 et Fig 4) ont tous été développés dans un objectif de prédiction des temps
d’attente, et non dans un but d’optimisation posologique a but thérapeutique.

En utilisant des modeles plus complexes que les modeles compartimentaux classiques, tels que les
modeles PBPK, et en les enrichissant avec des données physio-pathologiques mimant les processus se



déroulant lors d’infections de la mamelle, des données physiologiques et leur variabilité inter-
individuelle, il est envisageable d’obtenir des prédictions plus robustes de la pharmacocinétique des
antibiotiques dans la mamelle. Ces modeles pourront étre reliés a des modéles pharmacodynamiques,
eux aussi mécanistiques, afin de simuler I'effet sur les bactéries et évaluer leur pertinence pour estimer
I’efficacité des antibiotiques directement au niveau du site d’infection (par exemple, la mamelle) (19).

Conclusion

En conclusion, la prise en compte des différents mécanismes pharmacocinétiques grace a des modeles
PBPK permet de décrire de fagon plus fine le comportement des molécules au sein de la mamelle, et
peut s’adapter a toute espéce de production laitiere. Ces modeles peuvent s’avérer utiles dans le cadre
du développement de nouveaux médicaments ou de repositionnement de médicaments anciens. lls
permettent en effet de réaliser des simulations ayant une valeur prédictive en exploitant des données
anciennes, notamment pour I'optimisation des posologies ou pour vérifier 'impact de nouvelles
pratiques d’élevage (ex : changement de rythme de traite) sur le temps d’attente. Cependant, des
études supplémentaires sont nécessaires afin de mieux caractériser le lien entre pharmacocinétique
au niveau de la mamelle (lait, parenchyme) et pharmacodynamie des molécules antibiotiques, afin
d’avoir une meilleure capacité prédictive de I'efficacité de ces traitements.
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