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INTRODUCTION 
 

 L’antibiorésistance, qui définit l’aptitude des bactéries à résister à l’action d’un (ou des) 

antibiotique(s), est un sujet de Santé Publique international majeur. L’évolution et la diffusion 

des résistances aux antibiotiques, notamment pour des bactéries pathogènes a provoqué des 

difficultés thérapeutiques pour certaines infections chez l’Homme. Par ailleurs, ce phénomène 

ne touche pas seulement les populations humaines mais également les animaux et l’environne-

ment. Ainsi, le concept « One Health », qui met en avant la nécessité d’une approche intégrée 

et collaborative des problématiques de santé à l’interface entre Homme, animal et environne-

ment, doit s’appliquer à la gestion de de phénomène. 

 L’augmentation globale de la résistance s’accompagne en outre d’une diminution de la 

découverte de nouvelles molécules antibiotiques depuis deux décennies, pourtant nécessaires 

pour pallier ce problème. La crainte principale est l’arrivée d’une nouvelle ère dans laquelle 

l’arsenal thérapeutique contre les infections deviendrait très limité, voire inexistant. 

 En l’absence de nouveau traitement disponible, une alternative réside dans l’utilisation 

de molécules antibiotiques anciennes dont l’usage avait été abandonné. La colistine figure 

parmi ces molécules qui ont été réintroduites dans l’arsenal thérapeutique. Cet antibiotique po-

lypeptidique de la famille des polymyxines a été découvert en 1950 par Y. Koyama à partir de 

cultures de Bacillus colistinus (Suzuki et al., 1963), mais a été délaissé en médecine humaine à 

partir des années 1970 en raison de problème de toxicité (Bergen et al., 2012). Depuis environ 

une décennie, la colistine redevient ainsi un traitement d’actualité pour lutter contre certaines 

bactéries multi-résistantes en milieu hospitalier et est maintenant considéré comme un antibio-

tique de dernier recours. Le manque flagrant d’informations pharmacocinétiques et pharmaco-

dynamiques à propos de cette molécule ancienne a nécessité la réalisation de nouvelles études, 

en lien avec les progrès des méthodes analytiques. Il s’agit d’un axe de recherche toujours im-

portant actuellement car tous les aspects n’ont pas encore été complètement explorés. 

 Parallèlement, la colistine est toujours restée un antibiotique largement utilisé chez les 

animaux de production en médecine vétérinaire et ceci depuis des décennies. Du fait du retour 

de la colistine en médecine humaine comme traitement de dernière intention, des questions se 

sont posées à propos de l’impact de son usage massif chez les animaux sur le développement 

de résistance pour cette molécule. 
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 Suivant le concept « One Health », optimiser l’usage de la colistine et prévenir le déve-

loppement de résistance à son encontre, est un axe de recherche qui se doit d’intégrer les pro-

blématiques touchant la médecine humaine mais également la médecine vétérinaire. Cette thèse 

s’inscrit dans ce contexte.  

 La première partie de ce travail est une synthèse bibliographique sur la colistine et ses 

usages à la fois en médecine humaine et vétérinaire, suivie d’une présentation du type de modèle 

pharmacocinétique qui a été utilisé dans la partie expérimentale. La deuxième partie décrit et 

discute les expérimentations qui ont été menées, d’une part, pour évaluer certaines pratiques 

d’usage de la colistine en médecine humaine (décontamination digestive sélective) et vétéri-

naire (usage en production porcine) dans un contexte d’antibiorésistance et, d’autre part, pour 

explorer la pharmacocinétique de cette molécule grâce à un modèle pharmacocinétique basé sur 

la physiologie (PBPK) et appliquer ce modèle dans un objectif vétérinaire (estimation des temps 

d’attente) et de médecine humaine (optimisation de posologie chez l’enfant). Une conclusion 

générale ainsi que des perspectives de travail sur ce sujet sont finalement proposées.
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I. Première partie :      

Synthèse bibliographique 
 

 

 

 

 

 



Structure chimique 
 

15 

 

1. Un vieil antibiotique : la colistine et sa prodrogue, le 

colistine méthanesulfonate 

 

1.1. Structure chimique 
 

 La colistine, ou polymyxine E, est un antibiotique qui résulte d’un mélange complexe 

d’une trentaine de molécules, parmi lesquelles sont majoritaires la colistine A et la colistine 

B. La proportion respective de chacun de ces 2 constituants peut varier selon le lot de fabrication 

(He et al., 2013). Comme toutes les polymyxines, la colistine résulte de l’association d’un dé-

capeptide cyclique ayant des propriétés hydrophiles avec une chaîne tripeptidique liée à un 

acide gras, ayant des propriétés lipophiles (Figure 1). La colistine B se différencie de la colistine 

A par l’absence d’un groupement carbone (CH2) dans cette terminaison d’acides gras. La co-

listine est considérée comme une base (pKa~10) et est principalement hydrophile malgré la 

présence d’acides gras. Aux valeurs de pH physiologiques, cette molécule est considérée 

comme un polycation en raison de ses 5 groupements amine positifs (Li et al., 2005a). La co-

listine, principalement utilisée sous forme de sels de sulfate, est une molécule relativement 

stable, que ce soit en milieu aqueux ou dans le plasma (Li et al., 2003b). Cette charge nette 

positive lui confère la propriété de réagir avec les groupes phosphates du lipide A du LPS, qui 

sont chargés négativement, et par conséquent d’avoir des propriétés antibactériennes (Nation et 

al., 2014b) (cf. 1.4.2). 

 

Figure 1 : Structure chimique de la colistine et du CMS. 
Les groupes sulphométhylés du CMS sont entourés de cercle gris. Acide gras : 6-methyloctanyl pour la colistine 
A et 6-methylheptanyl pour la colistine B ; α et Ȗ indiquent la position du groupement NH2 impliqué dans la liaison 
peptidique ; Dab:acide α,Ȗ-diaminobutyrique ; Leu : leucine, Thr : threonine. Adapté de (Gregoire et al., 2017). 

Acide gras
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La colistine est fréquemment utilisée sous forme de pro-drogue (en médecine humaine), 

le colistine méthanesulfonate (CMS). Leur structure diffère par la présence de cinq groupe-

ments méthanesulphonés pour le CMS, qui sont liés aux groupements amine de la molécule 

de colistine (Figure 1). Contrairement à la colistine, le CMS est peu stable en milieu aqueux 

et s’hydrolyse progressivement pour former divers composés intermédiaires (variation du 

nombre et de la localisation de ces groupes méthanesulphonés), dont finalement la colistine (Li 

et al., 2003b). Ainsi, le CMS est considéré comme un mélange de l’ensemble des composés 

dérivés, dont le CMS A et le CMS B sont les représentants principaux. Le poids moléculaire 

du CMS (environ 1632 g/mol) est plus important que celui de la colistine (environ 1167 g/mol), 

en raison de ces groupements supplémentaires. Le CMS est un polyanion à des valeurs de pH 

physiologique (Li et al., 2006). Le CMS est plus hydrophile que la colistine et est sup-

posé moins basique mais aucune valeur de pKa n’est référencée (Gregoire et al., 2017). 

La formation de colistine à partir de CMS injecté par voie parentérale a été démontrée in 

vivo chez l’homme (Li et al., 2005b) et le rat (Li et al., 2004). 

 

1.2. Propriétés chimiques  
 

1.2.1. Phénomènes d’adsorption 

 

La colistine possède la propriété de former des liaisons non-spécifiques avec le ma-

tériel de laboratoire. Pour des concentrations allant de 0,125 à 8 mg/L, cette adsorption a été 

démontrée pour divers matériaux (verre, polypropylène (PP) et PP modifié pour diminuer les 

liaisons protéiques, polystyrène) (Karvanen et al., 2017). Cette adsorption est significative (plus 

de 95 % pour les faibles concentrations dans du polystyèrene) et ne peut être ignorée lors des 

dosages analytiques (cf. 1.2.2) (Gobin et al., 2010; Jansson et al., 2009) ou les expérimentations 

in vitro (cinétique de bactéricide par exemple) (Gregoire et al., 2017). 

 

1.2.2. Méthodes de dosage  

 

Les données pharmacocinétiques concernant la colistine (et le CMS) obtenues durant le 

XXe siècle l’ont été exclusivement par des techniques basées sur des mesures de l’effet anti-

bactérien (Evans et al., 1999) ; mais ces méthodes se sont avérées laborieuses, peu spécifiques 

et non adaptées au dosage du CMS en raison de son instabilité entrainant sa conversion en 
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colistine. Ces données pharmacocinétiques « anciennes » sont donc à interpréter avec précau-

tion. Il est dorénavant considéré que cette technique de dosage doit être abandonnée (Li et al., 

2006) due à la généralisation de méthodes plus spécifiques et performantes telles que la 

chromatographie en phase liquide à haute performance (HPLC ) et/ou la chromatographie li-

quide couplée à la spectrométrie de masse en tandem (LC-MS/MS). Ainsi, depuis le début des 

années 2000, on observe un essor de ces méthodes de dosage dans les biofluides (urine, plasma) 

permettant une détermination des concentrations en CMS et en colistine (Gobin et al., 2010; 

Jansson et al., 2009; Li et al., 2001a; Li et al., 2002).  

La détermination de la concentration en colistine se fait le plus souvent en additionnant 

les surfaces de pics des 2 constituants majoritaires, colistine A et B (Gregoire et al., 2017). Le 

dosage du CMS se fait par contre de façon indirecte : en effet, pour un échantillon contenant 

du CMS, la concentration en colistine est déterminée avant puis après hydrolyse forcée (du 

CMS) en milieu acide. En soustrayant la concentration de colistine avant hydrolyse à la con-

centration obtenue après, on détermine ainsi la concentration en CMS de l’échantillon (Gobin 

et al., 2010). Ainsi, la concentration en CMS reflète en fait la concentration de tous les dérivés 

partiels sulfométhylés qu’il n’est pas possible de distinguer (Li et al., 2004). En outre, les ma-

trices (autres que le plasma) sont supplémentées avec du plasma témoin afin de limiter l’ad-

sorption non-spécifique de la colistine aux matériels de laboratoire (cf. supra) (Gobin et al., 

2010; Jansson et al., 2009),  

 

1.3. Pharmacocinétique  
 

1.3.1. Conventions pour les doses de colistine 

 

Plusieurs unités sont reconnues pour exprimer les doses de CMS à travers le monde : en 

Unité internationale (UI), en mg de CMS ou bien en colistin base activity (CBA). Un million 

d’UI de CMS correspond à environ 80 mg de CMS ou bien 30 mg de CBA. Cette dualité 

d’expression utilisant les « mg » peut aboutir à des confusions entrainant des surdosages de 

CMS (Nation et al., 2014a).
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1.3.2. ADME de la colistine et du CMS après administration systé-

mique 

 

La colistine n’étant que très peu ou pas absorbée au niveau du tube digestif, la voie orale 

n’est jamais utilisée pour traiter des infections systémiques. Ainsi, seules les études faisant in-

tervenir une administration parentérale seront incluses dans ce chapitre. Cependant, la voie 

orale est utilisée pour d’autres indications à la fois en médecine humaine (cf. 2.1.2) et vétéri-

naire (cf. 2.2.1). 

 

1.3.2.1. Distribution  

 

Le CMS et la colistine sont des molécules avec un poids moléculaire important et qui sont 

sous formes ionisées pour des valeurs de pH physiologiques. Le passage des membranes cel-

lulaires est donc limité et la distribution  de ces deux composés est plutôt circonscrite à l’es-

pace extracellulaire, comme le souligne les valeurs de volumes de distribution et de volumes 

à l’état d’équilibre dans les différentes espèces animales et l’Homme (Tableau S1 en Annexe). 

Seule la souris présente un volume de distribution plus important que les autres espèces. 

Concernant les fractions libres plasmatiques de colistine (fu_coli), les valeurs retrouvées 

chez l’Homme et différentes espèces animales de laboratoire sont détaillées dans le Tableau 1. 

Les valeurs retrouvées sont plutôt homogènes entre les différentes espèces sauf chez la souris 

ou la liaison aux protéines plasmatiques est très élevée (~92%). L’alpha-1-glycoprotéine acide 

(AGP) est impliquée dans la liaison protéique avec la colistine, au moins chez l’Homme 

(Azad et al., 2012) tandis qu’aucune liaison aux autres protéines plasmatiques n’a été reportée. 

Une attraction électrostatique ainsi que les propriétés lipophiles de la colistine avec des ligands 

de l’AGP sont à l’origine de cette liaison. En outre, la liaison protéique semble plus importante 

pour la colistine A, probablement dû au fait que cette dernière possède une plus grande chaine 

d’acides gras que la colistine B (Gregoire et al., 2017). Cependant, cette affinité pour l’AGP 

semble modérée comparée à celle pour le LPS (Soon et al., 2011) ; la colistine pourrait donc 

facilement ne plus être séquestrée par l’AGP et se lier à la membrane des BGN (Azad et al., 

2012). Il existe des différences qualitatives d’AGP entre les espèces animales qui peuvent jus-

tifier des cinétiques de liaisons différentes à ces protéines (Son et al., 1998); ainsi, il faut rester 

prudent quant à l’extrapolation aux animaux de la force de liaison de la colistine à l’AGP de 

l’Homme.  
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Concernant la fu du CMS, aucune donnée n’est disponible à ce jour.  

 

Différentes méthodes sont utilisées pour déterminer la fu :  

- la dialyse à l’équilibre, basée sur la diffusion de la fraction libre à travers une membrane 

semi-perméable qui ne laisse passer que la molécule d’intérêt mais pas les protéines (temps 

long pour atteindre l’équilibre).  

- l’ultra-filtration, pour laquelle la fraction libre de la molécule est récupérée après passage 

à travers une membrane semi-perméable grâce à la force centrifuge (plus rapide). 

- l’ultra-centrifugation, qui après centrifugation à grande vitesse, permet d’accumuler les 

protéines et la forme liée de la molécule dans le culot et d’obtenir un surnageant contenant la 

forme libre.  

Lors de ces expérimentations, les matériaux choisis (pour les contenants) sont primordiaux 

en raison des liaisons non spécifiques de la colistine au matériel (cf. 1.2.1) 

 

Tableau 1 : Fraction libre de la colistine déterminée chez diverses espèces animales et 
l’Homme. 

Espèce Fraction libre Méthode Référence 

Rat 

Colistine A : 35 % 

Colistine B : 52 % 
Dialyse à l’équilibre 

(Li et al., 

2003c) 

Colistine A : 44 % 

Colistine B : 58 % 
Ultra-centrifugation 

(Sivanesan et 

al., 2017) 

Souris  
(neutropéniques) 

Colistine : 8,4 % 
Dialyse à l’équilibre et 

ultra-centrifugation 

(Cheah et al., 

2015) 

Porc Colistine : 39 % Ultra-filtration 
(Rottbøll and 

Friis, 2016) 

Homme 
(volontaires sains) 

Colistine A : relation non linéaire 
avec la concentration (16 % à 0,1 
mg/L ; 31 % à 10 mg/L) 
 
Colistine B : 43 % 

 

 

Dialyse à l’équilibre 

(Mohamed et 

al., 2012) 
Homme 
(patients de réanima-
tion) 

Colistine : 34 % 
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1.3.2.2. Clairance et métabolisme 

 

Les premières études pharmacocinétiques basées sur l’HPLC comme méthode de dosage 

ont montré que chez le rat traité avec du sulfate de colistine par voie IV, la quantité de colistine 

éliminée dans les urines était très faible (moins de 0,5 % de la dose initiale) (Li et al., 2003c). 

Inversement, une forte clairance rénale du CMS a été observée avec environ 60 % de la dose 

initiale présente dans les urines après injection IV de CMS (Li et al., 2004). La colistine retrou-

vée dans les urines en quantité importante serait due à l’hydrolyse du CMS au niveau des voies 

urinaires après excrétion rénale de CMS, ce qui complique l’estimation des paramètres de clai-

rance. Ce profil d’élimination a également été confirmé chez le volontaire sain (Couet et al., 

2011) avec environ 70 % et 1 % de la dose de CMS administrée retrouvée dans les urines pour 

le CMS et la colistine, respectivement. Ainsi, la clairance de la colistine est donc essentielle-

ment non-rénale contrairement au CMS qui, lui, est majoritairement excrété par voie uri-

naire sous forme inchangée (mais subit une hydrolyse post-excrétion) (Figure 2).  

 

 

Figure 2 : Diagramme d’élimination du CMS et de la colistine. 
L’épaisseur des flèches reflète l’importance de chaque processus. 

 

L’élimination du CMS a lieu par filtration glomérulaire  ainsi que potentiellement via 

une sécrétion tubulaire. En effet, chez le rat la clairance rénale de CMS (7,2 mL/min/kg) est 

apparue comme étant supérieure au débit de filtration glomérulaire (DFG) de cette espèce (~5,2 

mL/min/kg) (Li et al., 2004). Même en admettant une valeur de 100 % de fu_CMS (alors qu’in-

connue), la clairance de filtration rénale, définie par le produit de la fu_CMS par le DFG, serait 

CMS Colistine

Hydrolyse

Clairance
rénale

(sécrétion 
tubulaire ?) 

Reabsorption 
tubulaire
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(urine)

Hydrolyse
post-excrétion
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(urine)

Autre clairance

Autre clairance

Clairance
rénale



ADME de la colistine et du CMS après administration systémique
 

21 

 

inférieure à la clairance rénale totale estimée. Chez le volontaire sain, la clairance rénale de 

CMS (~100 mL/min) est proche de celle du DFG (~120 mL/min) (Couet et al., 2011). De la 

même façon, cette éventuelle sécrétion tubulaire ne peut être estimée, ni exclue en raison de 

l’ignorance de la fu_CMS. 

 

Le CMS non éliminé dans les urines est donc hydrolysé en colistine dans l’organisme. 

Cependant, la fraction de la dose de CMS convertie en colistine (notée fm) est faible chez le rat 

(entre 6,8 et 12,5 %, voir Tableau S1 en Annexe) ce qui met en avant qu’une fraction non 

négligeable de CMS (~33 % chez le rat d’après (Li et al., 2004)) est éliminée selon d’autres 

mécanismes encore inconnus (ni éliminée par le rein, ni hydrolysée en colistine). Chez le vo-

lontaire sain, en considérant que toute la fraction du CMS non-éliminée dans les urines est 

convertie en colistine, la fm a été estimée à 30 % (Couet et al., 2011). Dans l’ensemble, il est 

estimé que chez l’Homme avec une fonction rénale normale, seule β0 à β5 % d’une dose de 

CMS serait finalement convertie en colistine, soulignant le fait que le CMS est une pro-

drogue avec un « rendement » limité (Nation et al., 2014b). En outre, la conversion du CMS 

en colistine semble assez variable entre individus (Garonzik et al., 2011), probablement en rai-

son de la complexité des différentes voies impliquées dans l’élimination du CMS (Figure 2) 

(Nation et al., 2014b). Cette variabilité pourrait également dépendre du lot de CMS utilisé. En 

effet, une étude chez le rat portant sur la PK plasmatiques de différentes spécialités de CMS 

injectables (4 marques différentes) a révélé que la fraction convertie in vivo en colistine peut 

varier de façon significative entre les lots, et ce malgré une composition élémentaire similaire 

entre les différentes poudres (He et al., 2013).  

 

Concernant la colistine, la faible clairance rénale a été expliquée de façon mécanistique. 

En effet, une étude sur le rein de rat isolé perfusé avec de la colistine a montré que moins de 

10% de la quantité de colistine éliminée du perfusat était retrouvé dans les urines, démontrant 

la réabsorption tubulaire très importante de la colistine (Ma et al., 2009). En outre, des 

transporteurs rénaux exprimés au niveau des cellules tubulaires proximales ont été suspectés 

dans ce processus, dont l’organopeptide transporter β (PEPTβ) et un organic cation transporter 

(OCTN1) (Ma et al., 2009) (Figure 3). L’implication de PEPTβ dans la réabsorption tubulaire 

des polymyxines en général a été confirmée sur des lignées cellulaires humaines, mais pas celle 

d’OCTN1 (Lu et al., 2015). Très récemment, le transporteur OCTN2 a également été identifié 

comme participant au transport de colistine depuis la lumière tubulaire sur des cultures in vitro  
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de cellules rénales humaines et murines (Visentin et al., 2017). En outre, une accumulation dans 

les cellules tubulaires proximales par l’intermédiaire de la mégaline a également été démontrée 

chez le rat pour la colistine (Suzuki et al., 2013). Cette protéine, abondamment exprimée à la 

surface de ces cellules du côté apical, possède un rôle de récepteur d’endocytose (Christensen 

et al., 2009). En accord avec l’implication de transporteurs actifs, la réabsorption s’est avérée 

être saturable (Abdelraouf et al., 2014; Lu et al., 2015).  

 

 

Figure 3 : Mécanismes impliqués ou (supposément impliqués) dans l’accumulation intracellu-
laire de colistine dans le rein. 

 

 Après avoir été réabsorbées, les polymyxines tendent à s’accumuler dans le rein. 

Cette accumulation se fait dans le cortex rénal, essentiellement au niveau des cellules tubulaires 

proximales (Yun et al., 2015; Yun et al., 2014). Sur des lignées de cellules tubulaires humaines 

et murines, la concentration intracellulaire de colistine a été mesurée à des taux 2000 à 4000 

fois supérieurs que la concentration extracellulaire (Azad et al., 2015b). In vivo, il a été observé 

un ratio d’environ 65 entre les concentrations rénales et plasmatiques de colistine chez des rats 

sacrifiés après 7 jours de traitement à la colistine (dose cumulée de 36,5 mg/kg) (Yousef et al., 

2011). Ce phénomène observé est en lien avec la néphrotoxicité des polymyxines (cf. 2.3.1). 
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 Les voies d’élimination de la colistine sont donc principalement non-rénales. Une 

élimination biliaire a été évoquée d’après une ancienne étude chez le lapin mais ne semble pas 

être le mécanisme principal (Abe et al., 1976). Comme la colistine est un peptide, une hydrolyse 

enzymatique pourrait être à l’origine de son élimination. Des essais in vitro de vitesse de dé-

gradation de la colistine dans des homogénats d’organes (foie, rein, muscles…) et de plasma à 

γ7°C n’ont pas montré de différences significatives (Bouchene, 2013), ce qui semble en faveur 

d’un mécanisme ubiquitaire entre les organes.

 

 

1.3.3. Données pharmacocinétiques dans les populations parti-

culières 

 

De nombreuses études PK du CMS et de la colistine ont été réalisées chez le patients de réani-

mation et le volontaire sain (une synthèse est présentée dans le Tableau S1 en Annexe). Cepen-

dant, les données PK dans les populations pédiatriques sont rares. Plusieurs études se sont in-

téressées à l’efficacité des traitements à la colistine chez le nouveau-né et l’enfant, mais une 

seule a présenté une analyse PK chez 7 nourrissons atteints de pneumonie et/ou septicémie 

(Nakwan et al., 2016). Les auteurs ont montré qu’après une IV unique de 150 000 UI/kg de 

CMS, la concentration plasmatique de colistine était sub-thérapeutique (< 2 µg/mL) 6h après la 

fin de l’administration. En outre, la concentration plasmatique à l’équilibre en colistine était 

également trop faible (1,1 ± 0,4 µg/mL). La demi-vie de la colistine (environ 9h) est dans l’in-

tervalle de celles retrouvées chez le patient adulte de réanimation (cf. Tableau S1). Cependant, 

comme il s’agit de paramètres PK apparents et que la fraction de CMS convertie en colistine 

n’a pas été estimée, ces différences de valeurs entre le nouveau-né et l’adulte sont délicates à 

comparer. Globalement, en raison du faible nombre de données PK disponibles chez les popu-

lations pédiatriques, l’adaptation de la(les) posologie(s) dans cette sous-population reste à 

optimiser. 
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1.4. Pharmacodynamie : Activité antibactérienne et méca-

nisme d’action  
 

1.4.1. Spectre d’activité 

 

La colistine est une molécule bactéricide, à spectre étroit, dirigée contre une majo-

rité de bactéries Gram négatif (BGN). Ainsi les espèces classiques d’Enterobacteriaceae, 

Acitenobacter, P. aeruginosa et Aeromonas y sont naturellement sensibles. Les bactéries gram 

positif usuellement trouvées en pratique clinique sont naturellement résistantes, ainsi que les 

bactéries anaérobies et les mycoplasmes (Li et al., 2005a). In vitro la colistine a un effet bacté-

ricide très rapide et se comporte comme un antibiotique concentration-dépendant avec les 

souches de P. aeruginosa (Li et al., 2001b; Peterson et al., 1985). 

 

1.4.2. Mécanismes d’action de la colistine 

 

Les mécanismes d’action de la colistine sont considérés comme quasi-semblables à ceux 

de la polymyxine B car leur structure ne diffère que par un seul acide aminé. Cette dernière 

ayant été plus étudiée, elle fait figure de modèle d’étude pour l’ensemble des polymyxines 

(Nation et al., 2014b).  

 

La cible principale des polymyxines est le lipopolysaccharide (LPS) des membranes des 

BGN, ce qui aboutit à la lyse bactérienne selon plusieurs étapes (Figure 4) :  

(i) Le lipide A de la partie externe du LPS est chargé négativement et interagit avec 

certains cations divalents (calcium et magnésium essentiellement) permettant une 

stabilisation globale de la membrane externe. La colistine, possédant une charge 

globale positive, a donc une affinité forte avec le LPS pour s’y lier. 

(ii)  Cette liaison entraîne un déplacement des cations par interaction électrostatique 

(Dixon and Chopra, 1986) ce qui provoque une désorganisation de la structure mem-

branaire avec libération du LPS. 

(iii)  La colistine s’insère ensuite dans la membrane externe grâce à sa chaine d’acide-

gras lipophiles (Velkov et al., 2009). 
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(iv) La colistine entraîne une altération de la perméabilité de cette membrane externe 

(Peterson et al., 1985) lui permettant à la colistine de s’insérer et d’atteindre la mem-

brane interne. 

(v) Une désorganisation de cette membrane interne se produit alors par rupture de l’in-

tégrité de la bi-couche de phospholipides (Velkov et al., 2009). 

(vi)  Au final, la lyse de cette membrane entraine le relargage du contenu intracellulaire 

et la mort de la bactérie (Lim et al., 2010; Velkov et al., 2009).  

 

Figure 4 : Mécanisme d’action de la colistine sur la membrane des bactéries Gram négatif.  
LPS : lipopolysaccharide. Adapté de (Martis et al., 2014)

 

Ce processus est le plus communément admis pour expliquer l’action antibactérienne 

de la colistine mais les mécanismes ultimes aboutissant à la mort cellulaire sont encore assez 

peu connus (Nation et al., 2014b). 

D’autres mécanismes possibles ont été identifiés. Le « vesicle-vesicle contact » est lié à 

des échanges lipidiques entre membrane interne et externe après franchissement de la mem-

brane externe des bactéries par une polymyxine. Ceci provoque des modifications structurales 
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des membranes, avec comme conséquence un déséquilibre osmotique qui lyse la bactérie (Cajal 

et al., 1996; Clausell et al., 2007). Cependant, ceci n’a été observé que pour la polymyxine B.

Enfin, l’accumulation de radicaux libres liée à l’induction d’un stress oxydatif par les 

polymyxines est une voie d’action récemment découverte. Ces radicaux libres vont par la suite 

être responsables de dommages au niveau de l’ADN, des protéines et des lipides aboutissant à 

la mort bactérienne (Sampson et al., 2012).  

 

Contrairement à la colistine, la structure du CMS ne lui confère pas ou peu de charge po-

sitive. En conséquence, le CMS n’a pas ou très peu d’activité antibactérienne par lui-même 

et est considéré de ce point de vue comme une pro-drogue inactive (Bergen et al., 2006).

 

 

2. Vieil antibiotique toujours d’actualité : usages et 

problématiques 

 

2.1. Usages en médecine humaine 
 

2.1.1. Voie parentérale : indication majoritaire 

 

La colistine a été utilisée par voie systémique et/ou par nébulisation de façon assez mi-

noritaire pendant des décennies en raison de problèmes de toxicité (cf. 2.3). Seuls les patients 

atteints de mucoviscidose étaient traités par cet antibiotique pour contrôler les complications 

infectieuses (Beringer, 2001).  

Depuis une dizaine d’années, le regain d’intérêt de l’utilisation de la colistine est lié 

à l’augmentation des infections nosocomiales dues à des BGN multi-résistantes, notamment 

P. aeruginosa, A. baumannii et K. pneumoniae (Li et al., 2005a; Li et al., 2006). Cet antibiotique 

est maintenant considéré comme une molécule de choix en dernier recours et est majoritaire-

ment utilisé sous forme de CMS par voie IV pour combattre les infections dues à des BGN 

résistantes aux carbapénèmes, comme K. pneumoniae par exemple (Petrosillo et al., 2013); mais 

aussi sous forme d’inhalation pour traiter les pneumonies acquises sous ventilation mécanique 

(ou par des patients atteints de mucoviscidose), qui sont dues à P. aeruginosa ou A. baumannii 

multi-résistantes (Lu et al., 2013). Une méta-analyse récente a souligné l’intérêt et l’efficacité 
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de cette voie nébulisée pour combattre ces infections respiratoires, en plus d’une toxicité pro-

bablement moindre que par voie IV (Vardakas et al., 2017). Cependant, d’autres études sont 

encore nécessaires pour confirmer ces résultats. En outre, l’association de la colistine avec 

d’autres antibiotiques tels que la tigécycline ou des carbapénèmes s’avère nécessaire et efficace 

pour combattre certaines entérobactéries productrices de carbapénémases (Tumbarello et al., 

2012). 

 

Les infections par A. baumannii multi-résistantes sont un réel problème dans les unités 

de soins intensifs néonatales (Folgori et al., 2017). Ainsi, la colistine est également utilisée 

chez l’enfant pour lutter contre les infections dues à des BGN multi-résistantes. L’efficacité 

semble être prouvée avec un intervalle allant de 72 à 98 % de patients guéris selon les études 

(Falagas et al., 2009b; Tekgunduz et al., 2015), même si les comparaisons sont délicates car les 

posologies utilisées sont variées. Une récente étude sur 94 enfants a montré que l’efficacité des 

traitements à la colistine n’était pas moindre que pour ceux sans colistine, dans un contexte 

d’infections à BGN multi-résistantes  (Ozsurekci et al., 2016). 

 

Ainsi, entre 2010 et 2014, la consommation hospitalière totale de colistine en Europe 

a augmenté d’environ 50% en lien avec l’augmentation de BGN pathogènes multi-résistantes 

(EMA, 2016d). Cependant, les tendances de consommation des polymyxines (colistine en ma-

jorité) de chaque pays de l’UE sont assez variées (Figure 5).  

 

Figure 5 : Consommation de polymyxines par pays de l’Europe en 2015 
DDD : defined daily dose (dose définie quotidienne). D’après (ECDC, 2016c). 
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2.1.2. Voie orale : usage minoritaire  

 

De façon assez minoritaire, la colistine peut être utilisée par voie orale pour le traitement 

des diarrhées d’origine bactérienne chez l’enfant, ainsi qu’en topique pour des infections ocu-

laires et/ou auriculaires à P. aeruginosa. 

 

Un autre usage, assez controversé, concerne l’utilisation de cette molécule à visée de 

décontamination sélective du tractus digestif (SDD). Le but de ce traitement prophylac-

tique est de prévenir les infections endogènes des voies respiratoires et du sang, et globalement 

réduire la mortalité chez les patients de soins intensifs (Bonten, 2006; Silvestri et al., 2012). 

Ces infections proviennent principalement d’un déséquilibre du microbiote des patients ma-

lades, provoquant le (sur)développement de bactéries composant la flore « normale » tel E. coli, 

ou de bactéries pathogènes représentant une flore « anormale », comme les Klebsielles 

(Silvestri et al., 2012). Le tube digestif est l’endroit principal à l’origine de ces proliférations 

bactériennes, qui peuvent par la suite coloniser et infecter d’autres organes.  

 

Le principe de la SDD repose sur l’usage d’une combinaison d’antibiotiques (et 

d’antifongiques) administrés au niveau de l’oropharynx pour la décontamination sélective oro-

pharyngée et par voie orale pour la SDD (via une sonde naso-gastrique le plus souvent). Les 

molécules classiquement utilisées sont la colistine, la tobramycine et l’amphotéricine B. Elles 

ont comme avantage de ne pas passer (ou de façon infime) la barrière digestive et donc de 

provoquer de fortes concentrations locales, jusque 100 fois la concentration minimale inhibi-

trice (CMI) des bactéries sensibles dans la salive, les fluides digestifs et les fèces (van der Voort 

and van Saene, 2008). En outre, il est fréquemment associé à ce traitement per os, l’adminis-

tration d’un antibiotique par voie parentérale à l’admission : il s’agit d’une céphalosporine de 

3e génération le plus souvent, en raison de son spectre large et sa bonne diffusion vers la salive 

et la bile (Silvestri et al., 2012). Ce premier traitement dure entre γ et 5 jours et doit s’achever 

lorsque les prélèvements pour analyses microbiologiques sont tous négatifs. 

 La SDD a été décrite comme « sélective » car il a longtemps été affirmé que ces anti-

biotiques tuaient les bactéries aérobies tout en préservant la flore intestinale anaérobie (van der 

Voort and van Saene, 2008) qui pouvait alors servir de « barrière naturelle » contre la coloni-

sation et l’infection par les bactéries gram négatif (de Jonge et al., 2003). Il apparaît finalement 
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que le mécanisme principal est l’obtention de fortes concentrations locales en antibiotiques ac-

tifs contre la surpopulation de la flore « normale » et « anormale » (Silvestri et al., 2012).  

La population cible de la SDD comprend usuellement les patients sous ventilation mé-

canique depuis au moins 48 h (pour éviter les pneumonies acquises sou ventilation) et/ou les 

patients restants plus de 3 jours en soins intensifs (van der Voort and van Saene, 2008). Ce type 

de prophylaxie a également été utilisée lors d’épidémies de bactéries multi-résistantes (nosoco-

miales) afin d’enrayer la transmission entre patients (Brun-Buisson et al.; Oostdijk et al., 2012). 

 

L’utilisation de la colistine dans un objectif de décontamination digestive en milieu hos-

pitalier remonte au début des années 1980 (van der Voort and van Saene, 2008). Actuellement, 

il est difficile de dire à quel point cet usage est répandu mais il est souligné que seule une 

minorité d’unités de soins intensifs en Europe y ont recours (Kesecioglu and Eggimann, 2016). 

Par exemple, un sondage réalisé en 2009 au Royaume-Uni a déterminé qu’environ 5 % (10/193) 

des unités de soins intensifs britanniques (ayant répondu) avaient recours à cette pratique 

(Bastin and Ryanna, 2009) et le même taux a été retrouvé en 2014 dans ce pays (5,2 % soit 

13/250 unités) (Canter et al., 2014).  

 

2.2. Usages en médecine vétérinaire 
 

2.2.1. Voie orale : usage majoritaire 

 

La colistine, sous forme de sulfate par voie orale, est la forme très majoritairement uti-

lisée en médecine vétérinaire et essentiellement à destination des animaux de production en 

UE. Il s’agit d’un antibiotique principalement utile en médecine de population, pour com-

battre les maladies digestives infectieuses dues à des BGN (Enterobacteriaceae majoritaire-

ment). La colistine est disponible sous différentes formulations (pré-mélanges médicamenteux, 

poudre, solution buvable) (Figure 6) et la grosse majorité des traitements est administrée via 

l’aliment ou l’eau de boisson (EMA, 2016d). En 2014, la famille des polymyxines était le 5e 

antibiotique le plus vendu en Europe, comptant pour environ 7% de tous les antibiotiques. Parmi 

les polymyxines, la colistine représentait plus de 99,9% des ventes (EMA, 2016d). 
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Figure 6: Données de vente des polymyxines pharmaceutiques pour les animaux de production, 
en mg/PCU, selon la forme pharmaceutique, en Europe pour 2014  
En haut, les résultats globaux pour l’Europe ; en bas, le détail par pays.(EMA, 2016c).  
PCU : « Population Correction Unit” qui tient compte de la population animale ainsi que du poids estimé de chaque 
animal au moment du traitement antibiotique 

 

La filière porcine figure parmi les gros utilisateurs de colistine en Europe et cet an-

tibiotique représenterait plus de γ0 % des usages d’antibiotiques dans cette filière (EMA, 

2016d). En France, on estime qu’environ un-tiers de l’exposition totale des porcs aux antibio-

tiques est due à la famille des polypeptides (majoritairement la colistine) (Kempf et al., 2013). 

Les traitements se font le plus souvent au moment du sevrage ou en post-sevrage afin d’enrayer 
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les infections digestives due à E. coli qui surviennent suite aux perturbations du microbiote 

intestinal liées au changement d’alimentation. Ainsi, une étude menée en β008 sur 8γ élevages 

de porcs français a montré que 90 % d’entre eux avait recours à la colistine en post-sevrage 

(Chauvin, 2010). Une diminution de cette proportion est notée dans ce type de production entre 

2010 et 2013 mais avec toujours plus de 80 % des élevages concernés (Hémonic et al., 2016). 

La dose recommandée à visée thérapeutique chez le porc est de 100 000 UI/kg/jour pen-

dant 3 à 5 jours (EMA, 2016d). Des sous-dosages ont été rapportés en production porcine, pos-

siblement dus à une mauvaise évaluation du poids des animaux ou d’un manque de précision 

dans le dosage (Callens et al., 2012; Timmerman et al., 2006). Cependant, des surdosages peu-

vent également avoir lieu dans cette filière avec l’usage de doses de colistine supérieures aux 

recommandations de l’AMM (Fleury et al., 2016; Hémonic et al., 2013), probablement pour 

limiter l’exposition de certains individus à des concentrations sub-thérapeutiques.  

En outre, la consommation (rapportée à la biomasse exposée) varie de façon importante 

entre les pays de l’UE, les plus gros consommateurs étant les pays du sud de l’Europe (Figure 

7). Au niveau mondial, il est difficile de déterminer les quantités réelles utilisées notamment en 

raison du manque de méthodes standardisées pour collecter les données (Rhouma et al., 2016c). 
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Figure 7: Vente de polymyxines à destination des animaux dans les pays de l’UE, entre 2011 et 
2014.  
(EMA, 2016c).  PCU : « Population Correction Unit” qui tient compte de la population animale ainsi que du poids 
estimé de chaque animal au moment du traitement antibiotique 
 

Concernant l’usage de colistine comme facteur de croissance (voie orale) pour les 

animaux de production, cette pratique est interdite en Europe depuis 2006 pour tout antibio-

tique. Cependant, certains pays hors de l’Europe, notamment en Asie, ont recours à cet usage 

à des doses sub-optimales (Kempf et al., 2016), entraînant alors un risque de sélection de résis-

tance à cet antibiotique (Katsunuma et al., 2007a).  

 

En β015, la Commission Européenne, après saisie de l’EMA, s’est positionnée sur les 

modalités d’utilisation de la colistine par voie orale chez les animaux de productions (EMA, 

2015). Ceci a été effectué en raison des disparités de posologies et de temps d’attente existantes 

entre les pays de l’UE (Catry et al., 2015). Le rapport mentionne que les indications prophy-

lactiques sont abandonnées et seuls les traitements métaphylactiques sont acceptés : il s’agit 

des situations pour lesquelles dans un groupe d’animaux en contact, si certains expriment des 
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signes cliniques alors que les autres sont suspectés d’être en phase d’incubation, l’ensemble des 

individus est traité. La Commission précise cependant que la présence du pathogène et/ou de la 

maladie doit être confirmée dans le groupe d’animaux avant que le traitement ne débute. En 

outre, la durée de traitement ne devait désormais pas dépasser 7 jours et l’indication de 

traitement des salmonelloses doit être retirée des RCP car les données cliniques ne sont pas 

concluantes. Au final, le rapport bénéfice/risque de l’utilisation de la colistine par voie orale 

chez les animaux de rente était considéré comme favorable (EMA, 2015). Une autre décision 

de la Commission Européenne a été publiée en 2016 afin de supprimer toutes les AMM des 

médicaments contenant de la colistine en association avec d’autres antibiotiques par voie 
orale, en raison du manque de preuve scientifique sur le bénéfice d’une telle association par 

rapport à la colistine seule.  

 

Cependant, suite à la découverte de gène de résistance plasmidique à la colistine fin 

2015 (sujet développé dans la partie 2.4.2.2), un autre rapport a été produit en 2016 par l’EMA 

pour évaluer les risques associés à cette découverte (EMA, 2016d). Les conclusions principales 

de ce rapport ont été la préconisation d’une baisse globale de l’utilisation de colistine des 

pays européens, avec un seuil cible de 5 et 1 mg/PCU pour les forts et moyens consommateurs 

de colistine, respectivement ; la mise en place de stratégies pour un meilleur usage de la colis-

tine (amélioration de la biosécurité des élevages, etc) ainsi que des alternatives à cette molécule 

(vaccins…) ; et la recommandation de classer la colistine comme antibiotique d’importance 

critique. Ces recommandations n’ont pas forcément été reprises au niveau national car par 

exemple, en France, l’Anses s’est positionnée en faveur de la non-inscription de la colistine 

parmi les antibiotiques d’importance critique. Parmi les justifications, il est précisé que ce 

choix, a été fait notamment pour éviter un report d’usage vers autres classes d’antibiotiques, en 

raison du bénéfice clinique toujours positif pour la colistine, mais tout en soulignant l’impor-

tance de diminuer son usage de moitié en 3 ans et d’en renforcer la surveillance (Anses, 2016a). 

Cependant, ces avis sont susceptibles d’être modifiés à tout moment en fonction de l’avancée 

des connaissances sur le sujet. 

 

2.2.2. Autres indications 

 

La colistine peut également être utilisée (sous forme de CMS ou de sulfate de colis-

tine) par voie parentérale (intra-musculaire) afin de traiter certaines septicémies, mais cette 
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voie d’administration est minoritaire (Figure 6). Contrairement à la voie orale pour laquelle il 

n’y a pas d’exposition systémique des animaux (du fait d’une absence de passage de la barrière 

intestinale), cette voie pose la problématique des résidus de colistine dans les denrées issues 

de ces animaux traités et destinés à la consommation humaine. La mise en place de temps d’at-

tente avant l’abattage de chaque animal traité permet de tenir compte de ce phénomène (cf. 

2.5.2). 

 

Enfin une très faible part des médicaments contenant de la colistine sont utilisés chez les 

animaux de compagnie, par voie topique, pour soigner les infections oculaires ou auriculaires. 

 

 

2.3. Problèmes de toxicités 
 

2.3.1. Néphrotoxicité  

 

Historiquement, l’usage de la colistine a été abandonné en raison d’une néphrotoxicité 

élevée. Il  est probable que cette toxicité ne soit pas aussi importante qu’anciennement suggérée 

(Lim et al., 2010) en raison d’un manque d’études pharmacocinétiques et pharmacologiques à 

propos de cette molécule (Li et al., 2005a). Toutefois, ce phénomène n’est pas à négliger car 

des signes d’insuffisance rénale aigue (IRA) seraient présents dans des proportions atteignant 

60 % des patients traités avec des polymyxines (CMS ou polymyxine B) (Zavascki and 

Nation, 2016). Il s’agit de l’effet indésirable majeur et limitant dans le choix des doses théra-

peutiques.   

 

2.3.1.1. Etudes cliniques et facteur de risques 

 

La toxicité rénale associée à l’usage de polymyxine survient généralement dans les 5 à 

7 premiers jours de traitements et est le plus souvent réversible après l’arrêt du traitement 

(Kelesidis and Falagas, 2015). L’augmentation du taux de créatinine sérique est le critère gé-

néralement observé dans ces cas-là mais d’autres symptômes tels qu’une hématurie ou une pro-

téinurie peuvent également être présents (Falagas and Kasiakou, 2006).  

Une méta-analyse récente comparant polymyxine B et colistine a montré que des signes de 

néphrotoxicité apparaissaient dans 24 à 74 % des patients traités avec du CMS (Vardakas and 
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Falagas, 2016). Les auteurs ont également conclu que la néphrotoxicité associée à la colistine 

était plus fréquente et plus précoce que pour la polymyxine B (Vardakas and Falagas, 2016). 

 

De nombreux facteurs de risque de néphrotoxicité ont été mis en évidence comme la 

dose de CMS utilisée (cumulée ou non), la durée du traitement, l’administration concomitante 

d’autres agents néphrotoxiques, l’existence de comorbidités, l’âge, la sévérité de la maladie 

(Fiaccadori et al., 2016; Ordooei Javan et al., 2015; Pogue et al., 2015). Un modèle prédictif a 

même été développé pour identifier les patients à risque pour cette toxicité (Phe et al., 2014). 

Cependant, ces résultats ne font pas consensus : en raison des disparités importantes, de la pré-

sence de facteurs confondants et le manque d’harmonisation dans la définition de néphrotoxi-

cité entre les différentes études, les facteurs de risque ne sont pas réellement bien définis 

(Kelesidis and Falagas, 2015; Pogue et al., 2015). Ainsi, une étude rétrospective d’une cohorte 

de 258 patients traités par la colistine n’a montré aucun lien statistique entre la dose cumulée et 

la présence d’une néphrotoxicité (prévalence de 10 % dans cette étude) (Falagas et al., 2010). 

Une autre étude a observé que ce lien existe mais seulement pour les patients avec une fonction 

rénale anormale (taux de filtration glomérulaire trop bas) (Lee et al., 2015b). Enfin, deux études 

récentes chez des patient de réanimation ont conclu qu’une concentration plasmatique de colis-

tine à l’équilibre supérieure à β mg/L pour l’une (Forrest et al., 2017) et 2,42 mg/L pour l’autre 

(Horcajada et al., 2016) représenterait le facteur de risque majeur pour l’apparition de la né-

phrotoxicité. Ceci souligne que l’index thérapeutique de la colistine est très étroit car obtenir 

des concentrations plasmatiques à l’équilibre supérieures à β mg/mL est l’objectif pour un effet 

thérapeutique (Nation et al., 2016).  

 

Concernant les populations pédiatriques, des désordres ioniques tels que une hypo-

magnésie ou une hypokaliémie sont décrits parmi les effets secondaires les plus fréquents (İpek 

et al., 2017; Tekgunduz et al., 2015), mais des effets néphrotoxiques sont également rapportés. 

Ce taux varie entre 0 et 19 % selon les études (Alan et al., 2014; Celebi et al., 2010; Falagas et 

al., 2009b; Goverman et al., 2007; Iosifidis et al., 2010; Karbuz et al., 2014; Ozsurekci et al., 

2016; Paksu et al., 2012) mais cette valeur est, là aussi, difficile à comparer entre étude en 

raison des disparités dans les doses utilisées. Si une majorité d’études conclut que l’usage de la 

colistine dans les populations pédiatriques semble globalement sûr, certains auteurs soulignent 

néanmoins la nécessité d’un suivi rapproché de la fonction rénale durant le traitement (Ozkaya-

Parlakay et al., 2015). 
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Des études se sont intéressées aux biomarqueurs les plus pertinents pour détecter de 

façon précoce les signes de néphrotoxicité. Le dosage de créatinine sérique est le plus courant 

mais il existe des limites à son interprétation (Ordooei Javan et al., 2015). Parmi les autres 

marqueurs plasmatiques prometteurs, le dosage de la cystatin C apparaît plus pertinent que la 

créatinine ; pour les biomarqueurs urinaires, l’urinary neutrophil gelatinase-associated lipocalin 

(NGAL) et la kidney injury molecule 1 (KIM1) seraient les plus sensibles (Ordooei Javan et 

al., 2015). 

 

2.3.1.2. Mécanismes impliqués 

 

La colistine a tendance à s’accumuler dans les cellules tubulaires proximales, comme 

décrit précédemment et il est très fortement suspecté que ce phénomène produit les effets 

toxiques (Azad et al., 2015a; Azad et al., 2015b). Cette néphrotoxicité induite par les po-

lymyxines se traduit notamment par une apoptose précoce des cellules tubulaires, un arrêt 

du cycle cellulaire, une diminution de l’excrétion urinaire et du stress oxydatif (Abdelraouf 

et al., 2012; Azad et al., 2013; Eadon et al., 2013). 

Pour l’apoptose des cellules tubulaires, l’activation de la voie des caspases liées aux « ré-

cepteurs de mort » et aux mitochondries semble être le mécanisme principal in vitro (Azad et 

al., 2015a). Ceci est corroboré par des études d’imagerie ayant montré que la colistine se fixe, 

au moins en partie, sur les organites comme les mitochondries et le réticulum endoplasmique 

(Yun et al., 2015). L’implication de ces mécanismes, en plus de la voie faisant intervenir le 

reticulum endoplasmique, dans la néphrotoxicité de la colistine a également été prouvée in vivo 

chez la souris (Dai et al., 2014) (Figure 8). 
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Figure 8 : Principaux mécanismes cellulaires responsables de la néphrotoxicité induite par la 
colistine (et potentiellement le CMS).  
 

Concernant le CMS, aucun mécanisme actif lié au transport rénal n’a été identifié pour le 

moment. De plus, il n’est pas encore défini si le CMS et/ou ses dérivés sulfonés partiels sont 

néphrotoxiques également. Il est cependant probable que le rein soit exposé à de fortes quan-

tités de CMS qui soient par la suite converties en colistine (en intra-rénal), et donc contribuent 

à la toxicité (Zavascki and Nation, 2016). 

 

En bilan, le mécanisme exact lié à la néphrotoxicité reste globalement méconnu et il est par 

conséquent nécessaire de faire des études complémentaires à ce sujet pour améliorer la sécurité 

d’utilisation des polymyxines (Nation et al., 2014a). 

 

2.3.2. Neurotoxicité 

 

Des cas de toxicité centrale ont été rapportés dans la littérature jusque dans les années 

1990 suite à l’utilisation de polymyxines par voie IV ou IM, se traduisant par de la paresthésie 

(bénigne généralement) et/ou des épisodes d’apnée (Falagas and Kasiakou, 2006). La neuro-

toxicité liée à l’utilisation de la colistine serait due à une interaction directe entre la molécule 
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et les neurones et serait dose dépendante. L’utilisation concomitante des polymyxines avec 

d’autres médicaments tels que les corticoïdes ou des relaxants musculaires est rapportée comme 

facteur de risque de cette toxicité. Ces effets neurologiques disparaissent rapidement lorsque le 

traitement est arrêté (Falagas and Kasiakou, 2006).  

Quelques cas de neurotoxicité ont été rapportés après les années 2010, chez des patients 

atteints de mucoviscidose et traités avec du CMS par voie IV (paresthésie, maux de tête, vertige) 

(Claus et al., 2015). Les perfusions de CMS effectuées sur une période trop courte (30 min) 

sont suspectées d’être à l’origine de ces effets toxiques mais un lien avec une diminution de la 

fonction rénale d’un des patients n’est pas à exclure (Claus et al., 2015). La faible incidence des 

cas de neurotoxicité est en accord avec la faible pénétration de la colistine dans le système 

nerveux central, qui a été estimé à 5 % environ chez des patients de réanimation (Markantonis 

et al., 2009). 

 

2.4. Colistine et antibiorésistance  
 

Comme tout antibiotique, l’utilisation de la colistine a provoqué l’apparition de résistances 

à l’encontre de cette molécule, que ce soit en médecine vétérinaire ou en médecine humaine. 

 

2.4.1. Méthodes de détection des résistances  

 

Traditionnellement, la sensibilité d’une bactérie à un antibiotique se base sur la déter-

mination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) à cet antibiotique. La méthode de 

référence à l’heure actuelle pour déterminer la sensibilité des souches à la colistine (con-

cernant les Entérobactéries, Pseudomonas aeruginosa et Acinetobacter spp) est la méthode de 

microdilution en bouillon  (en milieu liquide) selon le standard ISO 20776-1 (EUCAST, 2016). 

Il est notamment précisé d’utiliser un milieu ajusté en cations, de réaliser le test avec la colistine 

sulfate (pas le CMS) et d’utiliser du matériel à base de polystyrène. Cependant, en raison de la 

récente publication sur l’importance des liaisons non-spécifiques de la colistine à ce matériau, 

il est probable que cette technique de référence soit modifiée prochainement (Karvanen et al., 

2017). 
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Les autres techniques de détermination de la CMI (Etest, etc…) ne sont pas recommandées 

en raison de leur imprécision (Hindler and Humphries, 2013), notamment à cause de la mau-

vaise diffusion de la colistine dans les géloses et sa liaison-non spécifique aux matériels plas-

tiques (Kempf et al., 2016). 

Les seuils cliniques utilisés pour qualifier une bactérie résistante à la colistine définis par l’EU-

CAST (European Committee on Antimicrobial Susceptibility and Testing) sont à >2 mg/L pour 

les Entérobactéries, P. aeruginosa et A. baumannii alors que les seuils épidémiologiques donnés 

par le CLSI (Clinical & Laboratory Standards Institute) sont à ≥4 mg/L pour ces mêmes bacté-

ries (Kaye et al., 2016). 

 

2.4.2. Mécanismes de résistances à la colistine 

 

2.4.2.1. Résistances chromosomiques 

 

Une partie des résistances acquises à l’encontre de la colistine sont dues à des mutations 

d’origine chromosomique et n‘entraîne théoriquement aucun transfert horizontal de ces résis-

tances, à savoir l’intégration du matériel génétique provenant d’une autre bactérie sans en être 

le descendant. Le mécanisme le plus courant est la diminution de la charge négative globale 

du LPS repoussant ainsi les molécules de polymyxines (Velkov et al., 2013).  

 

Chez les Entérobactéries, deux systèmes de régulation géniques bi-composés, PmrAB 

et PhoPQ, sont impliqués dans la modification du LPS (Dortet et al., 2016). Ces deux systèmes 

régulent l’expression de gènes de la famille Pmr qui ont une action sur la biosynthèse de lipide 

A en y ajoutant de la phosphoéthanolamine (pEtN) et/ou de la 4-amino-4-désoxy-L-arabi-

nose (L-Ara4N) (Wright et al., 2015) (Figure 9). Une mutation dans l’un de ces β systèmes (ou 

les deux) conduit à sur-exprimer les gènes Pmr et donc obtenir un LPS plus riche en pEtN et L-

Ara4N. Il en résulte ainsi une charge nette positive du LPS empêchant la colistine d’inte-
ragir . L’implication de ces deux systèmes de régulation a été démontré pour P. aeruginosa 

(Macfarlane et al., 1999; McPhee et al., 2006; Moskowitz et al., 2004). Ces modifications pro-

voquent l’augmentation de la CMI à la colistine, dans une étendue de 3 à 32 mg/L le plus sou-

vent (Dortet et al., 2016) mais des mutations particulières de pmrB peuvent provoquer des CMI 

au-delà de 512 mg/L pour certaines souches (Moskowitz et al., 2012). 
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Figure 9 : Mécanismes moléculaires de la résistance à la colistine par modification du lipide A 
La modification du LPA par ajout de pEtN et/ou L-Ara4N modifile la charge électrique et repousse ainsi la colis-
tine (à droite). D’après (Dortet et al., 2016). 
pEtN : phosphoéthanolamine; L-Ara4N :4-amino-4-désoxy-L-arabinose.  KDO : 2-céto-3-désoxyoctonate 

 

L’activation du système PmrA et PhoP augmente également l’expression du gène OprH 

codant pour une protéine qui occupe les sites de fixation du magnésium sur la membrane em-

pêchant ainsi la colistine de s’y fixer (Macfarlane et al., 2000). Un autre mécanisme majori-

tairement retrouvé chez les entérobactéries est l’inactivation du gène mgrB . Ce gène code pour 

la protéine MgrB qui a une activité inhibitrice sur le système PhoPQ (Figure 10). Lors de 

mutation de mgrB, le système PhoPQ est surexprimé et aboutit, là encore, à un ajout de L-

Ara4N sur le LPS (Jayol et al., 2015). L’impact de ce type de mécanisme sur les valeurs de 

CMI à la colistine est plus important, ainsi les valeurs peuvent atteindre 64 mg/L (Olaitan et al., 

2014a). 
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Figure 10 : Diagramme des gènes principaux impliqués dans la résistance à la colistine pour les 
bactéries Gram négatif 
D’après (Wright et al., 2015) 
 

Cependant, certaines souches dont le système PhoPQ a été inactivé développent quand 

même des résistances à l’encontre de la colistine, démontrant l’existence d’autres méca-
nismes encore inconnus (Lim et al., 2010; Macfarlane et al., 2000). Les autres mécanismes de 

résistance indépendants de PmrAB et PhoPQ sont ceux impliqués dans la déacylation du LPS 

(Olaitan et al., 2014b). En outre, divers autres systèmes régulateurs du LPS ont été mis en évi-

dence comme le duo ParR-ParS chez P. aeruginosa, qui participe à la mise en place de la résis-

tance adaptative chez les souches en contact avec des concentrations de colistine sub-optimales 

(Fernández et al., 2010). Globalement, il s’agit d’autres voies de modification du LPS qui 

restent encore à mieux étudier. 

Les polysaccharides de la capsule des bactéries pourraient également être impliqués 

dans les phénomènes de résistance car les polymyxines pourraient s’y lier limitant ainsi leur 

accès à la membrane. Cependant, cette hypothèse ne fait pas consensus et certaines études la 

contredisent (Olaitan et al., 2014b). Enfin, l’implication de certaines pompes d’efflux dans la 

résistance aux polymyxines est également avancée (Srinivasan and Rajamohan, 2013). 

 

MgrB PmrD

PhoPQ PmrAB

PmrHFIJKLM PmrC

4-amino-4-désoxy-L-arabinose phosphoethanolamine

Modification du LPS

(neutralisation des charges négatives)

connecteurs

Systèmes de 

régulation 

bi-composés

Modifications du 

LPS



Mécanismes de résistances à la colistine
 

42 

 

Des mutants col-R de E. coli, K. pneumoniae, A. baumannii et P aeruginosa ont pu être 

sélectionné in vitro en faisant des cultures répétées sur des milieux avec concentration crois-

sante de colistine (0,5 à 16 μg/mL), ce qui souligne la rapidité de sélection sous pression 

d’antibiotique (Lee et al., 2015a). Cependant, la stabilité de ces mutations diffère entre les 

souches puisque après passage répété sur milieu sans colistine, une majorité de Pseudomonas 

testés est redevenu sensible, contre une minorité pour E. coli et Acinetobacter, et aucune Kleb-

sielle (Lee et al., 2015a). Un coût biologique semble donc associé aux mutations chromoso-

miques à l’encontre de la colistine, même s’il ne concerne pas toutes les espèces bactériennes 

(K. pneumoniae). Ceci a été démontré pour des mutations au niveau du système PmrAB in vivo 

durant un traitement à la colistine ont un coût biologique pour Acinetobacter, baumannii (Yoon 

et al., 2013). Moskowitz a montré que certaines souches de Pseudomonas très résistantes aux 

polymyxines (CMI > 512 mg/L) par ce même mécanisme peuvent perdre progressivement cette 

capacité après plusieurs passages in vitro dans un milieu sans antibiotique, soulignant le fort 

coût biologique associé à cette résistance (Moskowitz et al., 2012). En conséquence, le cout 

biologique peut être associé à une baisse de virulence (comme chez A. baumannii), mais ceci 

dépend du mécanisme de résistance impliqué (Beceiro et al., 2014; Pournaras et al., 2014) et la 

baisse de virulence n’est pas systématique (Durante-Mangoni et al., 2015). Au final, l’instabi-
lité des résistances chromosomiques a longtemps été avancée comme expliquant le faible 

risque de diffusion de la résistance à la colistine (Landman et al., 2008).  

 

2.4.2.2. Résistances plasmidiques 

 

Fin 2015, une équipe chinoise a montré pour la première fois l’existence d’un gène de 

résistance à la colistine porté par un plasmide, le gène mcr-1 (Liu et al., 2016). Cette découverte 

a provoqué une vive réaction de la communauté scientifique internationale car, contrairement 

aux résistances chromosomiques, il existe un risque de diffusion de la résistance à la colistine 

par transfert horizontal. En outre, le taux de transfert des plasmides portant mcr-1  dans cette 

étude avait une valeur élevée, de l’ordre de 10-1 à 10-3 (Liu et al., 2016).  

Le gène mcr-1 code pour une phosphoéthanolamine transférase qui catalyse l’addi-

tion de pEtN sur le lipide A, provoquant une baisse d’affinité de la colistine pour le LPS 

comme pour les résistances chromosomiques (Figure 7) (Liu et al., 2016). Globalement, les 

niveaux de résistance associés à ce mécanisme semblent modérés, avec des CMI à la colistine 

entre 4 et 16 mg/L (Poirel et al., 2016). Cependant, une souche de E. coli qui hébergeait le gène 
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mcr-1, avec une CMI à la colistine (1 mg/L) inférieure au seuil épidémiologique a été isolée 

chez le porc (Fernandes et al., 2016). Cette observation tend à montrer que la détection des 

souches résistantes à la colistine par un mécanisme de résistance plasmidique de type mcr ne 

peut se baser uniquement sur les valeurs de seuils épidémiologiques.  

Une diversité importante de plasmides hébergeant mcr-1 a ensuite été mise en évi-

dence, avec des taux de transfert par conjugaison in vitro variables allant de 10-10 à 10-1, avec 

même parfois aucun transfert plasmidique selon les souches (Yang et al., 2017). La majorité de 

ces plasmides pourrait se transférer aux Entérobactéries à des taux de 10-4 à 10-6 (Denervaud 

Tendon et al., 2017), soit de façon moins fréquente qu’initialement avancé (Liu et al., 2016). 

 

Cette multiplicité de plasmides laisse penser que la diffusion de mcr-1 pourrait corres-

pondre à divers évènements génétiques distincts survenus de façon indépendante dans des ré-

gions géographiques éloignées (Poirel et al., 2016). Il a rapidement été montré que le gène mcr-

1 est présent sur quasiment tous les continents (Asie, Europe, Afrique, Amérique du Nord) 

et de façon ubiquitaire puisque porté par des bactéries retrouvées chez l’Homme, les animaux, 

dans les denrées alimentaires et l’environnement (Wang et al., 2017b).  

En outre, le fait que les mêmes plasmides soient retrouvés chez des souches de bactéries de 

différents types illustre bien une diffusion ancienne (Haenni et al., 2016). En effet, le gène mcr-

1 a été détecté chez des bactéries isolées dans les années 1980 en Chine (Shen et al., 2016) 

et au début des années 2000 en Europe (Haenni et al., 2016).  

  

Le réservoir d’origine de mcr-1 est supposé être le monde animal, pour plusieurs 

raisons (Nordmann and Poirel, 2016) :  

- l’usage important de polymyxines chez les animaux de production (cf 2.2.1) 

- la prévalence de mcr-1 bien plus importante chez les souches d’origine animale que pour celles 

isolées chez l’Homme (cf 2.4.3) 

- l’association de mcr-1 avec des résistances au florfénicol (antibiotique seulement utilisé en 

médecine vétérinaire)   

- l’association génétique de mcr-1 avec une séquence d’insertion provenant de Pasteurella mul-

tocida (bactérie pathogène fréquente du monde animal)  

En outre, des souches porteuses de mcr-1 en association avec d’autres gènes de résis-
tances à l’encontre d’antibiotiques de derniers recours ont été détectées, notamment des car-

bapénémases chez des porcs (alors que l’utilisation des carbapénèmes est interdite chez les 
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animaux de production) (Pulss et al., 2017) mais aussi chez des entérobactéries isolées chez 

l’Homme (Poirel et al., 2016). Des co-localisations avec des β-lactamases à spectre étendu 

(BLSE) ont également été observées (Haenni et al., 2016) et ne semblent pas rare en Chine (Bi 

et al., 2017).  

 

Suite à la découverte du gène mcr-1, d’autres éléments génétiques mobiles ont été mis 

en évidence. Des variants de mcr-1 ont été identifiés, notamment mcr-1.2 chez une souche de 

K. pneumoniae en association avec des gènes codant pour des carbapénémases (Di Pilato et al., 

2016). Le gène mcr-2 a été découvert chez des E. coli d’origine porcine et bovine en Belgique 

(Xavier et al., 2016). Ce gène code également pour une phosphoéthanolamine transférase, 

mais distincte de celle issue de mcr-1, avec une homologie de séquence d’environ 70 %. Si le 

mécanisme d’action est identique à celui de mcr-1, son mode de transmission serait différent et 

pourrait expliquer sa prévalence plus faible (Sun et al., 2017) (cf infra). Le  gène mcr-3 a été 

détecté sur un plasmide chez un E. coli d’origine porcine en Asie (Yin et al., 2017). Des ana-

lyses comparatives de séquences ont mis en évidence l’existence de ce gène chez d’autres en-

térobactéries comme K. pneumoniae et Salmonella isolés chez des patients, soulignant une dif-

fusion déjà en cours. Enfin, la forte homologie de séquence avec des gènes présents chez Ae-

romonas laisse penser que mcr-3 proviendrait de cette espèce bactérienne (Yin et al., 2017). 

Enfin, très récemment, un gène mcr-4 a été identifié chez Salmonella et E. coli provenant d’Es-

pagne, Italie et Belgique (Carattoli et al., 2017), illustrant une dissémination déjà importante 

de ce gène en Europe. La co-existence de plusieurs types de gène de la famille des mcr a été 

observée chez un E. coli multi-résistant d’origine bovine, portant mcr-1 et mcr-3, sans réelle 

connaissance sur l’impact d’une telle association sur les niveaux de résistance à la colistine  

(Hernández et al., 2017) 

Enfin la découverte future de nouveaux gènes de type mcr (ou d’autres gènes) est 

hautement probable, en lien avec les nouvelles techniques de séquençage à haut débit qui 

permettent une surveillance accrue (Kluytmans, 2017). En outre, certaines souches résistantes 

ne présentent aucune mutation chromosomique dans les gènes précédemment cités, ni ne por-

tent de gènes transférables identifiés, illustrant ainsi que d’autres mécanismes restent à décou-

vrir (Wang et al., 2017a). 

Contrairement aux mutations chromosomiques, la résistance plasmidique associée à 

mcr-1 ne semble pas associée à un coût biologique ce qui lui permet de se maintenir, même en 

l’absence de pression de sélection (Liu et al., β016). 
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2.4.3. Prévalence de la résistance à la colistine 

 

2.4.3.1. Chez l’(omme 

 

Les données concernant la résistance à la colistine sont assez variables mais il est ob-

servé que depuis son regain d’intérêt en médecine humaine, la résistance à la colistine a 
émergé. Par exemple, en Grèce, la prévalence de souches col-R est passée de 0% en 2007 à 

8,1% en 2008 et environ 24,3% en 2009 (Meletis et al., 2011). 

Parmi les Entérobactéries, K. pneumoniae est l’espèce la plus fréquemment associée 

au développement de résistances (Ah et al., 2014). Les études multicentriques avancent des 

taux de prévalence entre 5 et 10 % environ en Europe pour cette espèce (EFSA and ECDC, 

2017; Giamarellou, 2016). Pour A. baumannii, la prévalence est autour de 4 % en Europe mais 

avec des forts taux (< 80 %) dans les pays du Sud comme l’Italie ou la Grèce. Concernant P. 

aeruginosa, la prévalence est faible et inférieure à 1 %. Pour E. coli, les derniers chiffres du 

Centre européen de prévention et de contrôle des maladies (ECDC) pour 2015 sont de 1,1 % de 

souches résistantes (ECDC, 2016b). Parmi les souches d’Entérobactéries collectées par le pro-

gramme SENTRY entre 2014 et 2015 dans des hôpitaux du monde entier, la prévalence d’E. 

coli col-R était de 0,4 % sur plus de 13 000 souches et de 4,4% pour K. pneumoniae sur plus de 

7000 isolats (Castanheira et al., 2016).  

 

Concernant les résistances de type plasmidique, la prévalence chez l’Homme 
semble globalement faible. Moins de 0,1% des souches d’Entérobactéries du programme 

SENTRY (cf ci-dessus) étaient positifs pour mcr-1 (correspondant à 4,9% des souches col-R). 

Sur un screening de plus de 20 000 isolats de BGN issus du milieu hospitalier en Chine, mcr-1 

a été détecté dans 1% des E. coli et <1 % pour les souches de K. pneumoniae et Enterobacter 

(Wang et al., 2017b). La même prévalence a été retrouvée chez les E. coli issus de volontaires 

sains dans cette même étude. En outre, une diversité de plasmides et de clones de E. coli por-

teurs de mcr-1 ont été retrouvés, soulignant une diffusion de ce gène. De façon inquiétante un 

fort taux de prévalence de souches intestinales portant mcr-1 (environ 10%) a été observé chez 

des enfants non-diarrhéiques issus d’un hôpital en Chine (Hu et al., 2017). La caractérisation 

de ces souches a montré l’existence d’une séquence d’origine aviaire, illustrant une probable 

transmission depuis le monde animal. 
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 En Europe, l’existence de mcr-1 dans de  nombreux pays a été rapidement reportée 

(Al -Tawfiq et al., 2017; ECDC, 2016a; Skov and Monnet, 2016) (Figure 11) mais la proportion 

relative d’isolats d’origine humaine portants mcr-1 est restée globalement faible (<1%) (EMA, 

2016b). 

 

 

Figure 11 : Pays dans lesquels le gène mcr-1 a été identifié (2016) 
D’après (Al -Tawfiq et al., 2017) et The Center For Disease Dynamics, Economics & Policy (https://cddep.org) 

 

Pour les autres variants de mcr, il est encore trop tôt pour avoir des données globales de 

prévalence ; cependant, mcr-3 a été identifié chez des souches d’entérobactéries isolées chez 

l’Homme à partir de 2009 au Danemark à des taux inférieurs à 0,1% (Litrup et al., 2017; Roer 

et al., 2017), mais ces résultats ne sont probablement pas représentatifs de la prévalence en 

Europe. 

 

2.4.3.2. Chez les animaux domestiques 

 

Les prévalences de bactéries porteuses de résistances à la colistine sont très variables 

selon les régions du monde. Concernant E. coli, considérée comme une bactérie sentinelle du 

microbiote intestinal, de forts taux de prévalence sont retrouvés en Asie et notamment en 

Chine. Ainsi, une étude rétrospective sur diverses régions de Chine a montré une progression 

importante de la proportion d’E. coli résistants à la colistine d’origine porcine, passant de 7 % 
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en 2007 à environ 46 % en 2015 (Zhang et al., 2017). En outre, le portage de multi-résistances 

est fréquent. En production avicole, cette proportion est également importante avec 25 % en 

2015 (Zhang et al., 2017). Ces forts taux de prévalence sont potentiellement à rapprocher de 

l’usage de la colistine en tant que promoteur de croissance dans cette région du globe. Par 

exemple au Japon, environ 52 % de E. coli sont col-R dans les fermes utilisant cette pratique 

contre environ 5 % pour les fermes ne l’utilisant pas (Katsunuma et al., 2007b). Conscient du 

risque associé à cette pratique et de la découverte de mcr-1, la Chine a très récemment interdit 

l’usage de la colistine comme promoteur de croissance (Walsh and Wu, 2016). 

 

En Europe, les taux de prévalence de col-R chez les entérobactéries commensales (E. 

coli) issus d’animaux sains restent globalement faibles (<1%) en production porcine et avicole, 

même si les prévalences individuelles de chaque pays sont assez variable (EFSA and ECDC, 

2017; Kempf et al., 2013). A contrario, les proportions de souches résistantes sont plus fortes 

chez les animaux malades (donc sujets à traitement antibiotique), avec par exemple une préva-

lence autour de 10 % chez les porcs en Belgique (Boyen et al., 2010). En France, le réseau 

RESAPATH dirigé par l’Anses surveille l’évolution des souches pathogènes col-R. Depuis 

2010, une baisse est remarquée dans toutes les espèces de production, avec par exemple une 

baisse de 12 à 3 % environ des souches E. coli pathogènes col-R isolées de porcs avec infection 

digestive (indication principale de la colistine) (Anses, 2016b). Ces résultats laissent penser que 

la diffusion des souches pathogènes (en France) reste limitée. Pour Salmonella, espèce bacté-

rienne zoonotique d’intérêt, des prévalences de 1 à 2 % sont retrouvées en Europe, en prove-

nance d’animaux vivants ou de la viande (EFSA and ECDC, 2017) 

 

Concernant plus particulièrement les résistances à la colistine d’origine plasmi-
dique, une augmentation est notée également en Chine passant de 5,2 % en 2009 à 30 % en 

2014 chez les E. coli issus des productions aviaires (Shen et al., 2016). Des taux alarmants sont 

détectés dans certaines régions, notamment chez le poulet au Vietnam (environ 60%) (Trung et 

al., 2017). Chez le porc, les données de prévalence varient selon les régions géographiques 

avec de faibles taux retrouvés en France (0,50%) (Perrin-Guyomard et al., 2016), en Allemagne 

(1,5 %) (Abdul Momin et al., 2017) ou en Espagne (0,68%) (Quesada et al., 2016) a contrario 

des prévalences retrouvées en Asie (20,6% en Chine et 22% au Vietnam) (Liu et al., 2016; 

Nguyen et al., 2016). Cependant, cette discrimination spatiale n’est pas absolue puisqu’une 

autre étude en Allemagne a montré que mcr-1 était présent dans 26 % des élevages testés entre 
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2011 et 2012 (Roschanski et al., 2017), ainsi qu’avec une prévalence de 13 % en Belgique 

(Malhotra-Kumar et al., 2016). Il faut néanmoins souligner que la comparaison directe de ces 

prévalences est délicate, en raison des méthodes différentes utilisées pour collecter les souches 

(pool de fèces ou échantillon individuel). En outre, le taux de prévalence de mcr-1 n’aura pas 

le même impact selon la sous-population microbiologique considérée. Ainsi, au Japon la pré-

valence pour les E. coli issus d’animaux de production sain était très faible (<0,1 % sur plus de 

9000 souches) (Suzuki et al., 2016) mais ce taux monte à 13 % parmi environ 680 souches 

pathogènes isolées de porcs malades (Kusumoto et al., 2016). Il est plus probable que ces 

souches pathogènes aient été exposées à la colistine, et qu’une pression de sélection ait favorisé 

la présence de mcr-1. 

Comme pour les souches d’origine humaine, mcr-1 a été reporté dans des souches issues 

d’animaux provenant de nombreux pays (Figure 11). 

 

Initialement découvert en Belgique sur des souches originaires d’animaux malades en 

2011, mcr-2 n’a pas été identifié ailleurs. Une étude de prévalence en Allemagne sur la même 

période n’a détecté aucune souche porteuse de ce gène, contrairement à mcr-1 (Roschanski et 

al., 2017). En Chine, mcr-2 n’a également pas été détecté sur plus de 10 000 isolats de diverses 

origines (Sun et al., 2017), soulignant une prévalence probablement très faible. Concernant mcr-

3 et mcr-4 aucune information de prévalence n’est encore disponible en raison de leur très ré-

cente découverte. 

 

 

 

2.4.4. Impact de la décontamination sélective digestive dans le 

développement de résistance 

 

Concernant particulièrement l’usage de la colistine en SDD, cette pratique est mon-

trée du doigt car suspectée de sélectionner des souches col-R après son application (Bassetti 

and Righi, 2014). Une étude néerlandaise a étudié l’usage de la SDD comme mesure de contrôle 

dans un contexte d’épidémie de K. pneumoniae avec BLSE pendant 5 ans. En conclusion, une 

augmentation de la CMI à la colistine des souches ainsi qu’une fréquence plus importante de 

bactériémies dues à des bactéries col-R ont été observées (Halaby et al., 2013). Cependant, une 
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méta-analyse a mis en évidence une réduction du nombre de bacilles Gram négatif résistant aux 

polymyxines lors de l’usage de SDD (Daneman et al., 2013).  

Ainsi, il est souvent avancé que dans un contexte de prévalence de résistances aux anti-

biotiques faible, l’usage de SDD ne semble pas augmenter cette prévalence (Oostdijk et al., 

2013; Wittekamp et al., 2015), au contraire de l’usage lors de prévalence forte de souches ré-

sistantes  (Halaby et al., 2013). Cependant, ces résultats sont loin de faire consensus entre les 

auteurs et nombreux sont ceux qui s’inquiètent de l’impact sur le développement de résistances 

(Bassetti and Righi, 2014; Bion et al., 2012; Zandstra et al., 2013; Zandstra et al., 2014).  

Il est notamment souligné dans ces études un manque de suivi à long terme (sur plus de 

5 ans par exemple) de la prévalence de l’antibiorésistance, notamment chez les patients ayant 

quittés les soins intensifs (van der Meer and Vandenbroucke-Grauls, 2013). Cet aspect n’est 

pas à négliger puisqu’il a été montré que pendant la SDD, le nombre de bactéries résistantes 

dans l’intestin pouvait diminuer mais qu’à la fin du traitement, la recolonisation permettait aux 

bactéries résistantes de proliférer (la résistance à la colistine n’a pas été traitée dans cette étude) 

(Oostdijk et al., 2010). 

Le manque de données sur les souches bactériennes non cultivables du microbiote in-

testinal, qui sont potentiellement un réservoir de gènes de résistance est aussi mentionné (van 

der Meer and Vandenbroucke-Grauls, 2013). Une étude s’est penchée sur l’impact de la SDD 

sur le « résistome » (ensemble des gènes de résistances) intestinal des patients, grâce à des tech-

niques de métagénomique (Buelow et al., 2014). Une augmentation du nombre de gènes de 

résistances (à la tobramycine) a été observée pendant la SDD et ces gènes étaient en lien avec 

des éléments génétiques mobiles présents chez des bactéries anaérobies (non cultivables). 

Ainsi, la SDD peut potentiellement sélectionner et amplifier les gènes de résistance parmi les 

bactéries commensales du tube digestif, avec par la suite un risque de dissémination aux autres 

espèces bactériennes. 

Enfin, l’usage de la colistine dans la SDD doit être reconsidéré sous un nouvel angle 

de vue avec la découverte de la résistance plasmidique mcr (Rawson et al., 2016). Une pro-

cédure expérimentale sur ce sujet a été menée dans le cadre de cette thèse (cf II. Partie expéri-

mentale). 
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2.5. Problématiques « One Health » liées à la colistine 
 

2.5.1. Transmission et dissémination de mcr-1 

 

La découverte de mcr-1 a alarmé l’ensemble de la communauté scientifique sur la pro-

babilité de diffusion des souches résistantes porteuses de ces gènes entre l’environnement, 
le monde animal et les Hommes. En l’occurrence, des gènes mcr-1 ont été retrouvés dans des 

plasmides similaires des mêmes espèces bactériennes isolées à partir d’animaux de production, 

de denrées humaines et de l’environnement  soulignant une possible transmission entre eux 

(EMA, 2016d). Plusieurs études supportent cette hypothèse. Une transmission d’un E. coli 

non-pathogène porteur de mcr-1 entre l’animal et l’Homme est fortement suspectée en Asie, 

chez un jeune homme qui nourrissait ses porcs sans vêtements de protection (Olaitan et al., 

2016; Olaitan et al., 2015). En Chine, un échange entre animaux de compagnie (chien, chat) et 

l’Homme est également avancée car des souches identiques d’E. coli portant mcr-1 ont été re-

trouvées d’une part chez certains animaux et leurs propriétaires (Lei et al., 2017), et d’autre part 

chez un vendeur d’animaux et ces mêmes animaux (Zhang et al., 2016b). L’alimentation pour-
rait également jouer un rôle de transmission de ces bactéries résistantes. En effet, le por-

tage sain de E. coli positif pour mcr-1 dans les intestins des animaux abattus peut constituer un 

risque de contamination des viandes : de telles souches ont déjà été retrouvées dans les viandes 

de diverses origines (Skov and Monnet, 2016). Ces souches peuvent ensuite se retrouver dans 

le microbiote intestinal du consommateur si la viande est mangée crue ou mal cuite. Pour cette 

raison, certains auteurs préconisent un temps d’attente « microbiologique » (Rhouma et al., 

2016c) en plus du temps d’attente classique lors de l’usage d’un médicament chez un animal 

de production (cf. 2.5.2). 

 De plus, la nourriture des animaux semble être une source potentielle de mcr-1 car des 

souches porteuses du gène y ont été détectées (Lei et al., 2017). La caractérisation des souches 

positives pour mcr-1 isolées depuis l’intestin d’enfants en Chine a montré l’existence d’une 

séquence d’origine aviaire, illustrant une probable transmission zoonotique (Hu et al., 2017). 

Au Vietnam, des éleveurs de poulet en contact avec des animaux porteurs de mcr-1 avaient une 

prévalence significativement plus importante (34,7%) pour ce gène comparé aux éleveurs en 

contact avec des animaux négatifs (15,5%) (Trung et al., 2017). Enfin, E. coli est l’espèce 
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bactérienne principalement porteuse de mcr-1 ; or il s’agit d’une des bactéries les plus ubi-

quitaires et transmises parmi le tryptique animal-Homme-environnement (Poirel et al., 

2016).  

 

La globalisation du commerce des animaux et des produits (denrées, …) ainsi que 

le transport de personnes sont des facteurs probables de dissémination de mcr-1. En effet, il 

a été prouvé que certains voyageurs revenant d’Asie (là où la prévalence de mcr-1 est la plus 

forte) portaient de façon asymptomatique des souches positives pour mcr-1 dans leur micro-

biote intestinal (Bernasconi et al., 2016). Lors de rassemblements de personnes à forte densité, 

un échange de mcr-1 entre individus est également suspecté (Leangapichart et al., 2016). L’im-

portation des denrées est également pointée du doigt car des souches avec mcr-1 ont été détec-

tées en Suisse à partir de légumes venant d’Asie (Zurfuh et al., 2016) alors qu’aucun gène mcr-

1 ni mcr-2 n’a été détecté chez l’Homme dans ce pays (Zurfluh et al., 2017). 

Concernant l’environnement, mcr-1 a été retrouvé chez des souches présentes dans 

les stations d’épuration (Ovejero et al., 2017) et les rivières (Zurfuh et al., 2016), à partir de 

légumes importés (Zurfuh et al., 2016) ainsi que dans la faune sauvage,  chez certaines espèces 

d’oiseaux migrateurs venant de différents continents (Liakopoulos et al., 2016; Ruzauskas and 

Vaskeviciute, 2016), et parfois même associé à d’autres gènes de résistance comme des BLSE 

(Mohsin et al., 2016). Ces résultats illustrent le risque de diffusion de cette résistance à la co-

listine. 

 

L’utilisation massive de colistine (par voie orale) chez les animaux de production 
est perçue comme étant un risque majeur de sélection et diffusion de mcr-1 (Poirel et al., 

2016; Skov and Monnet, 2016). Cependant, cet effet de causalité n’est pas toujours évident : en 

France, une augmentation de mcr-1 dans les E. coli porteurs de BLSE chez les bovins depuis 

2006 est noté malgré une baisse significative de l’usage de colistine dans cette filière (Haenni 

et al., 2016). L’usage de colistine comme facteur de croissance dans certaines régions du monde 

devrait être stoppée en raison de son fort risque de sélection de souches résistantes (Rhouma et 

al., 2016c; Richez and Burch, 2016). Cependant, des E. coli porteurs de mcr-1 ont également 

été retrouvés chez des enfants âgés de 2 ans ou moins, sans historique de traitement avec des 

polymyxines, ni de contact avec des animaux (Zhang et al., 2016a). En outre, une souche posi-

tive pour mcr-1 a été détecté chez un patient aux Etats-Unis alors que la colistine est interdite 

d’utilisation chez les animaux (McGann et al., 2016). Ces résultats suggèrent que l’usage de 
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colistine chez les animaux n’est probablement pas le seul déterminant de la diffusion de mcr-1 

et que de nombreuses autres voies de contamination existent (Figure 12).  

 

La colistine étant relativement peu utilisée en médecine humaine, certains auteurs affir-

ment que cet usage n’aura probablement qu’un impact limité sur la diffusion entre souches 

d’origine humaine (Poirel et al., 2016) mais l’augmentation de son utilisation en médecine 
humaine dans les dernières années pourrait renforcer la pression de sélection et la disper-

sion de cette résistance portée par mcr-1 (Skov and Monnet, 2016) (cf 2.1.1). En revanche, 

il est souligné que si la colistine est devenu un antibiotique de dernier recours chez l’Homme, 

c’est en raison du mésusage et de la sur-consommation des autres antibiotiques ayant entrainé 

la sélection de bactéries (multi) résistantes (Al -Tawfiq et al., 2017). Or, mcr-1 est fréquemment 

présent dans des souches portants d’autres résistances à divers antibiotiques (dont des BLSE ou 

des carbapénémases) (Kuo et al., 2016; Poirel et al., 2016). Certains auteurs avancent même 

l’hypothèse d’un lien historique entre ces types de résistances, soulignant ainsi que la réduction 

de l’usage de colistine seule ne suffira pas à prévenir la sélection de mcr-1 (Rhouma and 

Letellier, 2017). En Chine, une exposition préalable a des antibiotiques est sorti comme facteur 

de risque positif avec la présence de mcr-1, alors que la colistine n’est pas utilisée en médecine 

humaine dans ce pays (Wang et al., 2017b). L’existence de gènes de co-résistances plasmi-

diques avec mcr-1 est l’hypothèse la plus probable pour expliquer ce résultat. En conséquence, 

l’usage d’autres antibiotiques à la fois en médecine humaine et vétérinaire pourrait agir 

en co-sélection et maintenir/diffuser la résistance à la colistine associée à mcr-1. Ainsi, la ges-

tion du risque lié à l’utilisation de colistine doit ainsi être appréhendée de façon globale, sous 

le concept « One Health » (Figure 11).
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Figure 12 : Différentes voies possibles de dissémination des E. coli porteur de mcr-1 selon le 
concept "One Health" 
D’après (Rhouma et al., 2016c) 

 

Globalement, l’usage important de colistine en médecine vétérinaire (notamment en 

production porcine), la découverte de gènes de résistance transmissibles (mcr), leurs préva-

lences plus élevées chez les souches d’origine animale ainsi que leur co-localisation avec 

d’autres gènes de résistance laissent craindre que la résistance à la colistine puisse se diffuser 

rapidement, être associée à des bactéries multi-résistantes, et se transmettre à l’Homme. 

 

2.5.2. Résidus et temps d’attente pour la colistine 

 

L’utilisation de colistine chez les animaux de production, à l’instar des autres antibio-

tiques, peut entraîner la présence de résidus d’antibiotiques dans les denrées alimentaires 
d’origine animale. Cette problématique concerne toutes les routes d’administration de la colis-
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tine ; cependant la voie parentérale est essentiellement concernée car c’est par cette voie d’ad-

ministration que des concentrations résiduelles peuvent être retrouvées dans les tissus de con-

sommations. 

 

2.5.2.1. Définition 

 

La notion de « résidu » est définie de façon réglementaire1 et concerne toute substance 

pharmacologiquement active présente dans les liquides et tissus des animaux après l’adminis-

tration de médicaments et susceptibles d’être retrouvés dans les denrées alimentaires produites 

par ces animaux. La présence de résidus d’antibiotique dans ces denrées est un problème de 

Santé publique puisque qu’il existe un risque pour le consommateur (risque toxique, aller-

gique, de sélection/dissémination de bactéries résistantes…). Ainsi, des limites maximales de 

résidus (LMR) ont été définies pour chaque antibiotique utilisé en médecine vétérinaire, cor-

respondant à des concentrations seuils en résidus dans les denrées à ne pas dépasser pour la 

protection du consommateur. Ces LMR s’appliquent au principe actif du médicament antibio-

tique et sont adaptées à l’espèce animale cible du traitement. 

 

Les LMR définies pour la colistine se sont basées majoritairement sur une prévention du 

risque microbiologique (JECFA, 2006). En effet, le risque toxique direct est faible en raison de 

la faible absorption digestive de la colistine. En revanche, il s’agit du risque de perturbation de 

la flore intestinale qui a motivé la définition des valeurs de LMR (Tableau 2). 

 

Tableau 2 : Données de LMR pour la colistine 
 

Tissu LMR (µg/kg) Espèces animales 

Muscle 150 

Bovin, mouton, porc, poulet, 

dinde, lapin 

Foie 150 

Rein 200 

Graisse 150 

Lait 50 

Œufs 300 

 

                                                 
1 RÈGLEMENT (UE) N°37/2010 



Résidus et temps d’attente pour la colistine
 

55 

 

Ainsi, pour s’assurer que les produits de consommation d’origine animale n’aient pas des 

résidus en colistine au-delà des LMR, des temps d’attente ont été estimés. Par définition, les 

temps d’attente correspondent au temps entre la dernière administration et la production de 

denrées, pour lequel les concentrations résiduelles d’antibiotiques (ou autre principe actif) 
dans ces denrées sont inférieures ou égales aux LMR. Pendant ce temps, l’animal ne pourra 

être abattu et les produits d’origine animale (lait, œufs) ne peuvent être commercialisés.  

 

2.5.2.2. Méthodes de calculs des temps d’attente 

 

Les calculs des temps d’attente en Europe ont été définis par l’EMA et se basent sur une 

analyse de régression linéaire (EMA, 1996) à partir de données expérimentales de déplétion 

tissulaires. 

Certaines conditions sont cependant nécessaires afin de pouvoir appliquer cette méthode et no-

tamment :  

➢ Homogénéité des variances des données tissulaires log-transformées à chaque temps 

d’abattage 

➢ Linéarité des données tissulaires log-transformées en fonction du temps 

➢ Distribution normale des résiduelles (différences entre les concentrations observées et 

les valeurs prédites par la régression linéaire). 

Cependant, ces critères à respecter ne sont pas absolus et le non-respect de l’un d’eux ne conduit 

pas forcément à ne pas utiliser l’approche par régression linéaire : cette méthode doit être pré-

férée à toute autre selon l’EMA (EMA, 2016a). 

 

Même si cette méthode de calcul est communément adoptée, de nouvelles méthodes sta-

tistiques sont mises en avant : en premier lieu, les modèles pharmacologiques basés sur la phy-

siologie (PBPK) (Lin et al., 2016). Ces modèles sont intéressants en raison de leur description 

mécanistique des distributions tissulaires des molécules, qui semble scientifiquement plus per-

tinente que les méthodes statistiques ou empiriques développées il y a plusieurs décennies (Lin 

et al., 2016). Ce sujet sera développé dans la partie 3.4.2. 



Le concept de la modélisation PBPK
 

 

 

3. La modélisation pharmacocinétique basée sur la 

physiologie ȋPBPKȌ 

 

3.1. Le concept de la modélisation PBPK 
 

En pharmacocinétique, les modèles couramment utilisés reposent sur un système de com-

partiments (mono, bi ou tri le plus souvent) dans lesquels le compartiment central représente le 

plasma et est relié à un ou plusieurs compartiments périphériques. Ces compartiments sont vir-

tuels et n’ont donc généralement aucune signification physiologique mais permettent d’obtenir 

les paramètres PK primaires tels que les clairances et les volumes de distribution, Cependant, 

ces modèles reposent sur une base majoritairement empirique. 

 

Une autre approche PK se voulant plus proche de la réalité physiologique et biologique 

est représentée par la modélisation pharmacocinétique basée sur la physiologie (modèles 

PBPK). Bien que reposant sur une approche mathématique similaire, ces modèles intègrent des 

données anatomiques, physiologiques, de mécanismes biochimiques, etc…où les comparti-

ments représentent les organes ou tissus du corps. L’ensemble du modèle est décrit par un sys-

tème d’équations différentielles respectant la loi d’action de masse et permettant de décrire 

l’évolution des concentrations en fonction du temps dans chaque tissu. Ainsi, l’intérêt de cette 

approche réside en sa capacité à décrire la distribution tissulaire des molécules, par exemple 

pour des organes où l’obtention de données expérimentales est difficile, voire impossible (Liu 

et al., 2005). 

 

Les modèles PBPK ont l’avantage de reposer sur un cadre mécanistique quantitatif. Ils 

sont utiles pour les extrapolations, notamment inter-espèces, en adaptant les paramètres anato-

miques et/ou physiologiques ainsi que les paramètres biochimiques lorsque l’équipement enzy-

matique diffère qualitativement et/ou quantitativement entre les espèces. Ils permettent égale-

ment de générer des simulations de profils PK sous différentes conditions physiologiques ou 

physio-pathologiques (grossesse, obésité, etc…) (Darwich et al., 2012) et de réaliser des com-

paraisons intra-espèces (population pédiatrique par exemple) (Johnson et al., 2006). Le concept 

de la modélisation PBPK n’est pas nouveau mais est en plein essor depuis quelques années, 

notamment en raison du développement de la puissance de calcul des ordinateurs.  
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3.2. Elaboration d’un modèle PBPK 
 

Selon le but recherché (développement d’un médicament, essai de toxicité, évaluation du 

risque d’un contaminant…), les modèles PBPK pourront se différencier de par leur structure, 

niveau de détail et leur paramètrisation (Chiu et al., 2007). 

  

Plusieurs étapes se succèdent pour la construction d’un modèle PBPK (Espié et al., 

2009; Lin et al., 2016) : 

➢ Le diagramme du modèle, à savoir la représentation schématique du modèle 

structural  traduisant l’ADME de la molécule et sa description mathématique par 

des équations différentielles. 

 

➢ La paramètrisation du modèle et sa calibration, à savoir l’intégration des para-

mètres mécanistiques (physiologiques, biologiques, physico-chimiques). Deux ca-

tégories sont distinguées : les paramètres indépendants de la molécule étudiée et 

les paramètres dépendants de la molécule étudiée. 

 

➢ La simulation, qui consiste en la prédiction du devenir de la molécule en fonction 

d’un schéma posologique particulier, par la résolution algorithmique du système 

d’équations différentielles (utilisation de logiciels informatiques). 

 

➢ L’évaluation du modèle, pendant laquelle une validation est généralement réalisée 

en comparant les prédictions obtenues précédemment avec des données expérimen-

tales. Des extrapolations peuvent également être effectuées. 

 

 

3.2.1. Structure du modèle 

 

La 1ère étape consiste à sélectionner les organes qui seront représentés par un comparti-

ment spécifique dans le modèle, avec une unique combinaison de valeurs des paramètres phy-

siologiques/biologiques spécifiques de l’espèce étudiée. Les organes principaux sont ceux im-

pliqués dans l’ADME de la molécule mais aussi ceux d’intérêt thématique comme les organes 

où un effet toxique peut survenir ou les tissus à l’origine des denrées en médecine vétérinaire. 
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Il est possible de représenter tous les organes du corps si besoin afin de développer un modèle 

PBPK « whole body » (Nestorov, 2007). Le fluide de transport classique est le sang veineux 

mais il est possible d’ajouter d’autres fluides biologiques lorsque le modèle décrit une fonction 

bien précise (exemple : le liquide cérébro-spinal, la lymphe,...). Ceci aboutit à la formation d’un 

diagramme explicatif du modèle (Figure 13). 

 

 

Figure 13 : Structure d'un modèle whole-body PBPK. 
D’après (Jones and Rowland-Yeo, 2013) 

 

Il est également possible de regrouper certains organes en un unique compartiment (lum-

ping) lorsque leur séparation n’ajoute aucune valeur pertinente. Ces organes sont alors généra-

lement regroupés en compartiment « reste du corps » ou sépares en un compartiment « riche-

ment » ou « lentement perfusé » en fonction de la similarité des cinétiques vis-à-vis de la mo-

lécule étudiée. Ce phénomène de lumping permet le développement de modèles « PBPK mini-

mal », qui sont moins complexes (Cao and Jusko, 2012). 

 

En outre, il est possible de détailler les compartiments en décrivant la structure interne de 

chaque organe en sous-compartiments, relatifs au milieu intra-cellulaire, au milieu interstitiel 

et à l’espace vasculaire (capillaire) (Peters, 2012). Deux types de modèle différents décrivent 

alors ce processus (Jones and Rowland-Yeo, 2013):  

➢ Modèle de distribution limitée par le débit de perfusion : les membranes tissulaires ne 

limitent pas la diffusion de la molécule, qui est donc dépendante du débit de perfusion de 

l’organe. Dans ce cas, on considère qu’il n’y a pas de gradient de concentration à l’intérieur 

de l’organe (état d’équilibre instantané entre les γ sous-compartiments). Les 3 sous-compar-

timents sont alors considérés comme une seule entité homogène (Figure 14 A). 
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➢ Modèle de distribution limitée par la perméabilité : dans ce cas, la distribution est limi-

tée en raison de la présence de la membrane vasculaire et/ou de la membrane cellulaire entre 

le milieu extra et intracellulaire. La vitesse pour atteindre l’état d’équilibre dépend alors de 

la perméabilité spécifique à l’encontre de la molécule. Ce type de représentation permet éga-

lement de prendre en compte les éventuels transports actifs entre la cellule et le milieu ex-

tracellulaire. Ainsi, deux ou trois sous-compartiments sont généralement représentés (Figure 

14 B et C). 

 

 

Figure 14 : Modèle débit-limité (A) versus modèles à perméabilité-limité avec 2 (B) ou 3 (C) 
sous-compartiments. 
 

L’étape suivante consiste en l’expression mathématique du modèle PBPK par le recours 

à un système d’équations différentielles. 

 

3.2.2. L’expression mathématique générale (modèle débit li-

mité) 

 

Un système d’équations différentielles (SED) est mis en place afin de décrire la totalité 

des interrelations entre les différents compartiments. Ce système se fonde sur la loi d’action de 

masse, explicitée par l’équation de Fick (Espié et al., 2009; Jones and Rowland-Yeo, 2013). 

TissueDébit sanguin

A

Débit sanguin

VasculaireDébit sanguin Débit sanguin

VasculaireDébit sanguin Débit sanguin

Interstitiel

Tissue
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B
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De façon générale, l’équation différentielle décrivant les variations de quantités de la molécule 

en fonction du temps pour un tissu non-éliminateur (sauf le poumon) est :   ݀ܣ௧�௦௦௨௘݀ݐ = ௧ܸ�௦௦௨௘ . ݐ௧�௦௦௨௘݀ܥ݀ = ܳ௧�௦௦௨௘ .  ሺܥ௔௥௧ − .�௩௘௡ሻ  ሺEܥ ͳሻ 
avec ܣ௧�௦௦௨௘ est la quantité dans le tissue considéré ; ௧ܸ�௦௦௨௘: le volume du tissu ; ܥ௧�௦௦௨௘: la 

concentration tissulaire ; ܳ௧�௦௦௨௘ : le débit sanguin ; ܥ௔௥௧ : la concentration artérielle entrant le 

tissu ; ܥ௩௘௡ : la concentration veineuse sortant du tissu;  

 

En prenant en compte le coefficient de partage tissu:sang noté Kp qui illustre l’affinité de la 

molécule pour le tissue (cf. 3.2.3 ci-dessous), la concentration veineuse s’exprime par :  

�݁ݒܥ  = �ܭ݁ݑݏݏ�ݐܥ          ሺE�. ʹሻ 
et l’Eq. 1 devient alors : ݀ܣ௧�௦௦௨௘݀ݐ = ܳ௧�௦௦௨௘ ௔௥௧ܥ)  .  − �ܭ௧�௦௦௨௘ܥ )  ሺE�. ͵ሻ 
Classiquement, les organes éliminateurs dans ces modèles sont le foie et les reins. Ainsi, avec 

l’exemple du foie, l’élimination métabolique est prise en compte dans l’Eq. γ telle que :  ݀ܣ௙௢�௘݀ݐ = ܳ௙௢�௘ ௡�ܥ)  .  − �ܭ௙௢�௘ܥ ) − .�௙௢�௘,௨  ሺEܥ  . ௠௘௧ܮܥ Ͷሻ       
avec ܮܥ௠௘௧ : la clairance métabolique; ܥ௙௢�௘,௨ : la concentration libre du foie., ܥ�௡ : la concen-

tration totale à l’entrée dans le foie (qui tient compte de la concentration artérielle hépatique et 

de celle de la veine porte). 

Le même type d’équation est utilisé pour le rein, avec la prise en compte de la filtration glomé-

rulaire et des éventuelles sécrétion/réabsorption tubulaires. 

  

Ainsi, un SED comprenant les équations pour chaque tissu non-éliminateur et éliminateur 

est obtenu pour décrire le modèle. L’équilibre de masse (mass balance) du système doit être 

respecté, en s’assurant par exemple que la somme des débits régionaux sanguins est bien égale 

au débit cardiaque. L’administration de la molécule est également décrite, et les équations qui 

y sont liées dépendent de la voie d’administration (orale, intra-veineuse, nébulisée,...). 
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Les équations présentées ci-dessus sont génériques et des complexifications sont pos-

sibles pour tenir compte des processus spécifiques à la molécule. Ainsi, d’autres interactions 

peuvent être précisées dans le modèle, notamment celles liées à des effets bio-chimiques spé-

cifiques comme des transporteurs actifs (Watanabe et al., 2009), des liaisons intracellulaires 

particulières (Dubbelboer et al., 2017) ou les interactions avec des récepteurs dans le cas des 

anticorps par exemple (Wong and Chow, 2017).  

 

3.2.3. Paramètrisation du modèle et calibration 

 

Afin de compléter le modèle et le rendre apte à prédire la PK de la molécule étudiée, certains 

paramètres physiologiques, physico-chimiques et biochimiques sont indispensables. De façon 

détaillée, on distingue :  

 

➢ Les paramètres indépendants de la molécule  

Classiquement il s’agit de paramètres physiologiques : les volumes des organes, les débits san-

guins tissulaires et le débit cardiaque sont utilisés. Ces paramètres sont propres à l’espèce ou à 

la sous-population étudiée (enfants, obèses, femmes enceintes, etc). Ils peuvent être obtenus via 

la littérature pour l’Homme (Brown et al., 1997; ICRP, 2002) et les espèces animales fréquem-

ment étudiées (Lin et al., 2016), de façon expérimentale ou bien grâce à des méthodes allomé-

triques (cf. 3.4.1.1). 

 

➢ Les paramètres liés à la molécule étudiée 

 Ces paramètres sont de nature variée (Kp, liaison protéique, métabolisme hépatique en-

zymatique, etc…) et sont obtenus de diverses manières. Ils peuvent être obtenus par des expé-

rimentations in vitro ou in vivo, l’utilisation de modèles in sillico ou à partir d’une combinaison 

de ces 3 méthodes (Nestorov, 2007). L’exemple des coefficients de partage (Kp) servira à il-

lustrer cette partie. 

 Afin de bien décrire la distribution tissulaire dans un compartiment à débit-limité, les 

Kp de chaque organe sont des paramètres indispensables. Les Kp traduisent l’affinité de la mo-

lécule pour chaque tissu. De façon plus mécanistique, ce paramètre représente le degré d’accu-

mulation tissulaire dû à différents processus tels que les liaisons protéiques, la séquestration 

dans les lysosomes, etc. L’expression mathématique est la suivante : 
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�ܭ = ஼௦௦೟�ೞೞೠ೐஼௦௦ೞ�೙೒   (Eq. 5) 

Où ݏݏܥ௧�௦௦௨௘ et ݏݏܥ௦௔௡௚ représentent la concentration du composé à l’équilibre dans le tissu et 

dans le sang respectivement.  

 

 Pour obtenir les Kp, la méthode de choix reste la voie expérimentale in vivo, notamment 

chez l’animal. Après une perfusion de l’animal jusqu’à obtenir un état d’équilibre plasmatique 

et tissulaire pour la molécule d’intérêt, celui-ci est sacrifié et des dosages sont réalisés dans les 

différents organes et le sang. Cependant, cette méthode reste laborieuse et souvent chère, et 

n’est pas réalisable chez l’Homme pour des questions d’éthiques évidentes (Nestorov, 2007).  

Des extrapolations à partir de données in vitro ont déjà été utilisées (Ballard et al., 2000). Enfin, 

des méthodes in sillico basée sur des « Quantitative Structure-Activity Relationship » (QSAR) 

ont été développées pour déterminer les Kp, en prenant en compte les caractéristiques physico-

chimiques propres à la molécule (lipophilie, etc…) et aux tissus (teneur en différents types de 

lipides, en eau,…) (Peyret et al., 2010; Ruark et al., 2014; Schmitt, 2008). Ces méthodes per-

mettant de s’affranchir de l’étape expérimentale, donc plus facile, apparaissent cependant moins 

précises que la détermination in vivo (Jones and Rowland-Yeo, 2013). 

 

 Enfin, il est possible d’estimer ces paramètres en ajustant le modèle avec un jeu de don-

nées expérimentales pendant l’étape de calibration du modèle : les paramètres inconnus 

comme par exemple les Kp sont ainsi estimés (Henri et al., 2017; Sadiq et al., 2016).  

 

3.2.4. Résolution numérique des équations 

 

Le SED représentant le modèle est par la suite résolu grâce à des algorithmes informatiques. 

De nombreux logiciels sont disponibles pour réaliser cette tâche, certains avec une interface 

relativement simple d’utilisation mais avec des équations différentielles non modifiables (seule 

la valeur des paramètres l’est) et d’autres pour lesquels la flexibilité est plus grande pour l’uti-

lisateur, qui doit par lui-même coder l’ensemble du SED (Bouzom et al., 2012; Jones and 

Rowland-Yeo, 2013).  
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3.2.5. Evaluation du modèle 

 

Une fois le modèle développé avec tous les paramètres connus, la capacité de prédiction du 

modèle est testée. Cette étape de validation consiste généralement à comparer les résultats 

prédits par le modèle avec un jeu de données expérimentales externes i.e qui n’a pas servi à 

l’élaboration du modèle (Jones and Rowland-Yeo, 2013). Une fois validé, le modèle peut être 

extrapolé à d’autres espèces ou sous-populations particulières (cf. 3.4), en adaptant les para-

mètres physiologiques et en ajustant le modèle si besoin. Une fois encore, l’extrapolation né-

cessite ensuite une comparaison avec un jeu de données expérimentales pour validation (Jones 

and Rowland-Yeo, 2013). 

 

3.3. Limites des modèles PBPK 
 

Pour une description précise de l’ADME d’une molécule, il faudrait intégrer le maximum 

d’informations sur les processus biologiques et biochimiques impliqués. Ceci implique le dé-

veloppement de modèles de plus en plus sophistiqués qui n’est pas sans poser certains pro-

blèmes lors de l’estimation des paramètres inconnus :  

 

➢ l’identifiabilité des paramètres : il peut s’agir d’une non-identifiabilité structurale 

quand, la correspondance entre les données observées et les valeurs des paramètres estimés 

n’est pas unique (Yates, 2006). D’autres types de non-identifiabilité existent lorsque les don-

nées expérimentales sont trop peu nombreuses et/ou de mauvaise qualité ou bien lorsque les 

prédictions du modèle sont peu sensibles aux changements de valeurs des paramètres (Hengl et 

al., 2007). Ces problèmes peuvent par la suite produire des résultats erronés lors de l’usage de 

ces modèles dans un but d’extrapolation. Parmi les solutions possibles pour s’affranchir de ces 

problèmes, il est recommandé d’optimiser la collecte des données expérimentales (notamment 

concernant les temps choisis), enrichir les données, par exemple en ajoutant des mesures pour 

un tissu sans données préalables, ou encore par le recours à des approches de modélisation 

faisant intervenir des connaissances a priori sur les paramètres (« prior ») (Gelman et al., 1996). 

 

➢ La plausibilité physiologique des paramètres estimés : L’estimation des paramètres 

inconnus permet d’améliorer l’ajustement des données observées, mais les valeurs estimées 

doivent rester physiologiquement réalistes (Tsamandouras, 2015). 
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➢ La corrélation des paramètres : en raison de leur lien physiologique, certains para-

mètres estimés peuvent être corrélés. Cette corrélation peut entrainer des biais dans les résultats. 

Afin d’éviter ce problème, il est parfois nécessaire de re-paramètrer le modèle en utilisant moins 

de paramètres (Tsamandouras, 2015), ce qui est en accord avec l’approche de parcimonie né-

cessaire lors de la construction de modèle. 

 

3.4. Applications de la modélisation PBPK 
 

3.4.1. L’extrapolation intra et inter-espèces 

 

 L’extrapolation inter-espèces est intéressante, notamment lors du développement de mé-

dicaments, pour lequel les étapes pré-cliniques font intervenir des études chez l’animal avant 

de pouvoir extrapoler à l’Homme. En toxicologie également, les études chez l’animal peuvent 

être utiles pour permettre une extrapolation et une prédiction de l’exposition à une substance 

chimique chez l’Homme (Sweeney et al., 2009). 

 En outre, chez l’Homme, l’extrapolation intra-espèces à des sous-populations particu-

lières est également importante afin d’adapter au mieux les traitements pour des problèmes 

d’efficacité et/ou de sécurité. Comme, il est plus compliqué de mener des études cliniques chez 

l’enfant que chez l’adulte, le développement d’approches permettant une adaptation des poso-

logies aux enfants est un sujet de recherche important (Knibbe and Danhof, 2011; Mahmood, 

2014; Vinks et al., 2015). 

 

Différentes méthodes d’extrapolation peuvent alors être utilisées, pour lesquelles la fia-

bilité est nécessaire et la pertinence dépend des objectifs des investigateurs. 

 

3.4.1.1. Concept d’allométrie 

 

 Les méthodes classiques pour réaliser des extrapolations, sont notamment basées sur 

l’allométrie qui repose sur le fait que les mammifères ont généralement des anatomie, physio-

logie, cyto-histologie et biochimie similaires d’une espèce à l’autre. Classiquement, l’allométrie 

transcrit la relation entre une variable biologique (Y) et son poids (BW) selon une fonction de 

type puissance telle que :  
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     Y = a ·BWb
,   (Eq. 6) 

 avec log a et log b l’ordonnées à l’origine et la pente obtenues à partir de la représentation 

graphique de log Y en fonction de log W (West et al., 1997). 

 Ainsi en pharmacologie, l’extrapolation intra et inter-espèces la plus communément uti-

lisée pour les paramètres PK se base classiquement sur une relation telle que : 

�ܺ = ܺ௦௧ௗ . ቀ ஻ௐ�஻ௐೞ೟೏ቁ௕   (Eq. 7) 

Avec Xi : clairance ou volume de l’individu i cible de l’extrapolation, Xstd : clairance ou vo-

lume de distribution standard de l’individu de référence, BWi : le poids de l’individu i cible de 

l’extrapolation, Wstd : le poids standard de l’individu de référence, b = le coefficient d’allomé-

trie.   

 

 La valeur de l’exposant (b) est de 0.75 pour la clairance et de 1 pour un volume selon 

« l’allométrie théorique » (Anderson and Holford, 2008), en lien avec des concepts de géomé-

trie fractale, permettant de prédire le métabolisme des différentes espèces animales ayant une 

large amplitude de taille et poids (West et al., 1997). D’autres auteurs considèrent que l’expo-

sant pour la clairance est de 0,67 (soit 2/3) car la relation entre taux métabolique basal des 

mammifères et la masse corporelle suivrait cette loi (White and Seymour, 2003). Enfin, dans 

de nombreuses études cet exposant a été estimé et peut prendre diverses autres valeurs (« allo-

métrie empirique ») (Huang et al., 2014). Il n’y a pas de réel consensus sur la valeur de ces 

exposants, certains auteurs affirmant que les données expérimentales prouvent que cette notion 

d’exposant universel n’est pas justifiée (Mahmood, 2010; White et al., 2007) alors que d’autres 

assurent qu’en raison des imprécisions liées à l’estimation de ces exposants, les valeurs obte-

nues ne seraient pas significativement différentes des valeurs d’allométrie théorique (à savoir 

0,75 pour les clairances par exemple) (Anderson and Holford, 2008). 

 

 Concernant l’extrapolation de l’adulte à l’enfant, de nombreux autres modèles allomé-

triques ont été développés en se focalisant essentiellement sur la clairance qui est le paramètre 

majeur pour adapter la dose en fonction de l’âge (revue par (Mahmood, 2014)). (Mahmood, 

2014)). Même s’il n’y a pas consensus sur la méthode à utiliser, l’extrapolation basée sur l’al-

lométrie théorique (exposant 0,75) semble la plus fréquemment admise pour les prédictions de 

clairance chez les enfants de plus de 5 ans (Mahmood, 2014). Cependant, la comparaison et 

l’évaluation de ces différents modèles, pour adapter les posologies à l’enfant a montré qu’aucun 

d’entre eux n’était réellement satisfaisant pour extrapoler sur l’intervalle entier de l’enfance (du 
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nourrisson à l’adolescent) (Johnson, 2008; Mahmood, 2014) car ces relations allométriques ne 

prennent pas en compte la maturation des organes. Une tendance à surestimer la clairance en 

dessous d’un certain âge pendant lequel les processus de clairances sont encore immatures est 

observée (Edginton and Willmann, 2006). Dans ce cas, un paramètre de maturation (MF) peut 

être introduit (Edginton et al., 2013) tel que : 

௘௡௙௔௡௧ܮܥ  = ௔ௗ௨௟௧௘ܮܥ . ቀ஻ௐ೐೙೑�೙೟஻ௐ�೏ೠ೗೟೐ቁ0.75 ∗  (Eq. 8)   �ܯ

Avec ܮܥ௘௡௙௔௡௧: clairance chez l’enfant à prédire, ܮܥ௔ௗ௨௟௧௘ : clairance d’un adulte standard ; ܤ ௘ܹ௡௙௔௡௧ : poids de l’enfant ; ܤ ௔ܹௗ௨௟௧௘ : poids de l’adulte standard (70 kg), MF : facteur de 

maturation  

 

Cependant, le facteur MF doit être connu ou bien estimé de façon rationnelle. Il peut 

être soit compris entre 0 et 1, soit représenter une fonction de maturation plus complexe de type 

sigmoïde (Anderson and Holford, 2011), mais ce paramètre est considéré par certains comme 

empirique et non basé sur des réalités physiologiques (Mahmood, 2011). D’autres types de mo-

dèles ont été développés pour ces populations très jeunes sans qu’aucun ne soit réellement plus 

pertinent que les autres (Mahmood et al., 2014). L’utilisation d’une relation allométrique où 

l’exposant varie en fonction de l’âge serait le plus simple d’utilisation pour une première ap-

proche.  

 

 Ainsi, de nombreuses méthodes d’extrapolation basées seulement sur l’allométrie sont 

utilisées pour extrapoler à d’autres sous-populations, notamment pédiatriques. Ces méthodes 

ont l’avantage d’être relativement simples d’utilisation. Cependant, certains auteurs considèrent 

ces relations allométriques, notamment avec l’exposant 0,75, comme étant trop théoriques et 

source de complication de calcul pour un résultat non significativement différent d’une simple 

relation linéaire au poids (Fisher and Shafer, 2016). La modélisation PBPK, qui repose sur une 

base plus mécanistique et physiologique, apparait donc comme une alternative intéressante pour 

réaliser ce type d’extrapolations (Edginton et al., 2006; Johnson, 2008; Mahmood, 2014) 

 

 

 

3.4.1.2. Modèle PBPK et extrapolation aux populations juvéniles 
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La modélisation PBPK apparait comme un outil pertinent dans l’extrapolation inter-âge 

(Barrett et al., 2012; Edginton et al., 2006). Pour construire ces modèles, il est préférable de 

renseigner tous les facteurs impliqués dans l’ADME de la molécule étudiée et de les adapter en 

fonction de la sous-population considérée. C’est la capacité des modèles PBPK à prendre en 

compte les changements physiologiques liés à l’âge (croissance, maturation des organes, etc) 

d’une manière mécanistique qui permet une extrapolation inter-âge plus rationnelle (Emoto et 

al., 2015).  

 

Pour l’extrapolation aux populations pédiatriques, une des approches classiquement uti-

lisées passe par le développement du modèle PBPK d’abord chez l’adulte en utilisant les para-

mètres dépendant de la molécule et les paramètres liés à l‘adulte (Maharaj and Edginton, 2014). 

Une fois le modèle validé chez l’adulte (i.e. confronté à des données observées), l’extrapolation 

se fait à l’enfant, en accord avec plusieurs postulats (Maharaj and Edginton, 2014) :  

➢ Les mécanismes de clairance sont identiques entre l’adulte et l’enfant : si certaines 

isozymes particulières du foie sont impliqués dans le métabolisme chez l’adulte, les 

mêmes seront utilisées dans le modèle enfant. 

➢ La structure du modèle est similaire.  

➢ Les facteurs d’ontogénie sont basés sur des sujets sains en premier lieu (adaptable 

chez des sujets malades par la suite). 

➢ La variabilité des paramètres physiologiques et biochimiques est considérée comme 

similaire entre adulte et enfant (sauf si des données sur certains paramètres prouvent 

le contraire). 

 

L’adaptation du modèle aux populations pédiatriques découle de la nature mécanistique des 

modèles PBPK : les paramètres inhérents à la molécule restent constants tandis que les para-

mètres spécifiques à la sous-population considérée (paramètres physiologiques, biochi-

miques…) sont adaptés. Ces données chez l’enfant sont majoritairement disponibles dans la 

littérature (Edginton et al., 2006; ICRP, 2002).  

La clairance est un paramètre qui nécessite une attention particulière lors d’extrapolation 

en raison de son influence majeure sur l’exposition à la molécule (Maharaj and Edginton, 2014; 

Mahmood, 2014). La prise en compte de l’état de maturation des mécanismes liés à la clairance 

est nécessaire et ceci peut être renseigné grâce aux informations d’ontogénie. Par exemple, 

lorsqu’une molécule est principalement éliminée par le foie selon un mécanisme identifié, les 
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taux des isoenzymes impliquées doivent être modifiés en fonction de l’âge (Maharaj and 

Edginton, 2014).  

Les simulations obtenues sont ensuite comparées aux données pédiatriques s’il en existe 

afin de les valider ou de réajuster le modèle si nécessaire ; sinon, ces simulations pourront être 

utilisées comme indications à propos de l’influence de l’âge sur la PK de la molécule. Cepen-

dant, l’immaturité inhérente aux populations pédiatriques concernant les mécanismes d’élimi-

nation ou de métabolisme est la plus marquée pour les individus les plus jeunes (nouveau-nés, 

nourrissons). Ainsi, un modèle validé pour des enfants plus âgés n’est pas forcément adapté 

pour une population plus jeune et ne pourra être utilisé pour réaliser des prédictions fiables sans 

adaptations supplémentaire (Maharaj and Edginton, 2014). 

 

Afin d’extrapoler de l’adulte à l’enfant, plusieurs études ont comparé des méthodes se ba-

sant sur l’allométrie classique ou sur des modèles PBPK (Mahmood et al., 2017; Mansoor et 

al., 2016). Globalement, le recours aux modèles PBPK s’est avéré être une approche plus satis-

faisante (moins biaisée) pour l’extrapolation, en lien avec les paramètres de maturation physio-

logique qu’il incorpore (volume des organes, débit sanguins, espace vasculaire et interstitiels 

ainsi que les variations des cinétiques enzymatiques liées à la métabolisation/élimination de la 

molécule). L’avantage tient donc dans la réalité physiologique des paramètres du modèle en 

opposition avec les lois allométriques qui ont une base plus empirique, même si les auteurs 

soulignent que ces résultats ne sont peut-être pas transposables à toutes les molécules et que les 

prédictions liés à ces modèles PBPK n’apparaissent pas toujours meilleures que celles basées 

sur l’allométrie seule (Mansoor et al., 2016). Il  faut cependant souligner que le concept d’allo-

métrie est, d’une certaine manière, inhérent aux modèles PBPK puisque les paramètres physio-

logiques (volumes des organes, …) de ces modèles sont généralement exprimés en fonction du 

poids corporels.  

 

La modélisation PBPK apparaît ainsi comme un outil d’aide pour déterminer les doses op-

timales à utiliser chez l’enfant, qui est de plus en plus présent au niveau réglementaire (Barrett 

et al., 2012). Cependant, comme tout modèle, une confrontation des prédictions avec des don-

nées observées obtenues dans les populations pédiatriques est souhaitable pour valider ces mo-

dèles (Johnson et al., 2006). En outre, le développement de logiciels intégrant des bases de 
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données physiologiques et l’influence de l’âge sur ces paramètres permet de réaliser plus aisé-

ment l’élaboration de modèles PBPK juvéniles (Johnson and Rostami-Hodjegan, 2011; Khalil 

and Laer, 2011; 2014) 

 

3.4.1.3. Modèle PBPK et extrapolation inter-espèces 

 

Concernant l’extrapolation inter-espèce, l’usage de relations allométriques sur les para-

mètres PK (clairance et volume de distribution) ne semble pas efficace lorsque l’ADME est 

espèce-dépendante du fait de l’intervention de protéines spécifiques (transporteurs, enzymes de 

phase I et II et protéines plasmatiques), ou pour des molécules avec une forte liaison protéique 

et/ou avec une sécrétion rénale active importante (Huang et al., 2014). Globalement, l’allomé-

trie apparait comme une méthode simple et rapide pour extrapoler des paramètres pharmacoci-

nétiques entre espèces différentes, mais n’est pas une approche optimale pour prédire la ciné-

tique plasmatique ou tissulaire dans les différentes espèces (Lin et al., 2016) car elle repose sur 

des bases empiriques à l’inverse des modèles PBPK. Un autre désavantage de ces lois est 

qu’elles permettent une prédiction moyenne mais ne sont pas adaptées pour des prédictions de 

variabilité inter-individuelle. 

Ainsi, en sus de l’extrapolation intra-espèce (cf ci-dessus), les modèles PBPK peuvent 

être utilisés pour de l’extrapolation inter-espèces, notamment de l’animal vers l’Homme. L’in-

térêt des modèles PBPK repose sur leur plasticité à s’adapter aux variations importantes de 

physiologie propre à chaque espèce (Figure 15).  
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Figure 15 : Comparaison des poids des organes principaux entre animaux de laboratoire et 
l'Homme. 
Le poids corporel standard de chaque espèce ainsi que la fraction de poids relative de chaque organe sont repré-
sentés. « Remaining body mass » se réfère aux organes et autres parties du corps non mentionnés. D’après (Hall 
et al., 2012) 

 

La démarche est similaire à l’extrapolation de l’adulte à l’enfant, à savoir que le modèle 

est d’abord développé dans une espèce particulière puis extrapolé à l’Homme en adaptant les 

paramètres physiologiques et les paramètres relatifs à la molécule si nécessaires. 

De nombreuses études se sont intéressées à l’extrapolation inter-espèces via des modèles 

PBPK afin de prédire la PK chez l’Homme (Hall et al., 2012; Hu et al., 2014; Kagan et al., 

2011; Parrott et al., 2011; Thiel et al., 2015) et les différentes méthodes utilisées sont décrites 

ci-dessous.  

Hall et al. se sont basés sur une méthode très mécanistique afin de prédire la bio-distribu-

tion de la cyclosporine dans divers organismes (Hall et al., 2012). A partir de données expéri-

mentales limitées chez le rat, ils ont développé une extrapolation vers de plus gros animaux et 

enfin à l’Homme. Brièvement, certains mécanismes biologiques ont été considérés comme étant 

constants entre les différentes espèces, notamment les phénomènes de bio-transport (par 

exemple la cinétique de dissociation de la fraction liée aux érythrocytes) et de transfert de 
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masses (coefficient de transfert de masse à l’interface tissu/sang) tandis que les données phy-

siologiques et anatomiques étaient adaptées à l’espèce considérée. Cette approche s’est avérée 

satisfaisante pour l’ensemble des prédictions et semble donc valide pour des molécules dont le 

transport et les réactions biochimiques associées sont similaires entre espèces. Dans le cas con-

traire, l’obtention de données supplémentaires sur l’espèce considérée est nécessaire. Pour cet 

objectif, l’extrapolation in vitro-in vivo (IVIVE) combinée à la modélisation PBPK est une ap-

proche rapide, moins couteuse et éthiquement souhaitable à condition de maitriser les change-

ments d’échelle (Rostami‐Hodjegan, 2012).  

 

Une autre étude a montré que plus le nombre d’informations préalables en lien avec la 

molécule étudiée est important, plus le modèle est performant dans son extrapolation à une autre 

espèce (Thiel et al., 2015). Ainsi, en prenant l’exemple de 10 molécules, Thiel et al. ont réalisé 

une extrapolation de la souris vers l’Homme en prenant en compte les différences d’espèces 

pour 4 types de paramètres :  

1. Les paramètres physiologiques  

2. La fraction libre plasmatique 

3. Les paramètres cinétiques des principales voies d’élimination/excrétion 

4. Le taux d’expression des gènes dans les tissus, illustrant l’abondance des d’enzymes 

impliqués dans le métabolisme ou le transport des molécules 

Il est ressorti de cette étude que le meilleur résultat d’extrapolation était basé sur les modèles 

englobant l’adaptation de ces 4 types de paramètres simultanément par rapport aux modèles 

avec adaptation d’un, de deux ou de trois de ces types de paramètres uniquement (Thiel et al., 

2015). Ces résultats soulignent l’importance d’une connaissance avancée de l’ADME de la mo-

lécule étudiée pour obtenir des prédictions plus fiables. 

 

On peut également remarquer que les concepts d’allométrie classique sont parfois associés 

à des modèles PBPK pour extrapoler les paramètres inconnus chez l’Homme. Ainsi dans le 

développement d’un modèle PBPK pour l’alvespimycine chez la souris et l’extrapolation à 

l’Homme, les clairances ont été extrapolées à l’Homme grâce à une relation allométrique avec 

un exposant de 0,67 (Hu et al., 2014). 
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Enfin l’extrapolation combinée inter-espèces et inter-âges grâce à la modélisation PBPK 

est une approche intéressante pour extrapoler vers l’enfant. Cette méthode a prouvé son effica-

cité pour l’oseltamivir (Parrott et al., 2011). Les différentes étapes ont consisté en premier lieu 

au développement d’un modèle PBPK chez le ouistiti adulte, qui a ensuite été extrapolé à 

l’Homme adulte en suivant les mêmes hypothèses utilisées pour l’animal et en tenant compte 

des particularités d’espèce. La même démarche a ensuite été réalisée chez le ouistiti juvénile, 

en prenant en compte les changements physiologiques dus à l’âge. Puis une extrapolation a été 

faite pour l’enfant, en tenant compte des ajustements effectués pour le modèle animal juvénile. 

Ce type d’approche ayant recours à un modèle PBPK développé chez des animaux adultes et 

juvéniles pour extrapoler à l’enfant a été également utilisé par d’autres auteurs (Yang et al., 

2014).  

Cette méthode a été soulignée comme étant pertinente pour l’objectif d’extrapolation mais 

se heurte à certaines limites. Le choix de l’espèce permettant une telle extrapolation est impor-

tant, à savoir un animal ayant des mécanismes relatifs à l’ADME proches de ceux de l’Homme 

(Barrett et al., 2012). Les primates peuvent être utilisés dans cet objectif mais des exigences 

réglementaires et les coûts limitent ce choix. Le porc apparait ainsi de plus en plus comme une 

alternative pertinente pour la réalisation d’études chez le juvénile (Bode et al., 2010; Gasthuys 

et al., 2016; Swindle et al., 2012; Van Peer et al., 2015)    

 

3.4.2. Estimation des temps d’attente en médecine vétérinaire 

 
Comme vu dans la partie 2.5.2, l’estimation des temps d’attente se fait par des analyses 

de régression linéaire après log-transformation des données de déplétion. Cependant, la modé-

lisation PBPK est de plus en plus utilisée en recherche dans ce domaine car, par définition, c’est 

une méthode qui décrit la distribution tissulaire des molécules notamment dans les organes 

destinés à la consommation humaine. Parmi les avantages de cette méthode, la possibilité d’in-

tégrer différentes voies d’administration ou de prendre en compte les effets d’une maladie 

(Leavens et al., 2014) dans les prédictions du modèle en font une approche plus « réaliste » que 

la méthode statistique traditionnelle utilisant un nombre limité d’animaux sains (Lin et al., 

2016). De nombreuses publications ont démontré les avantages d’une telle approche dans l’es-

timation des temps d’attente (revue de ces publications par (Lin et al., 2016)). Ces modèles ont 

notamment été utilisés pour déterminer les temps d’attente  pour des espèces mineures, comme 

par exemple pour l’oxytétracycline chez le mouton (Craigmill, 2003) ou encore estimer les 
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temps d’attente lors d’usage de posologies de pénicilline en dehors des autorisations de mise 

sur le marché (Li et al., 2017). 

L’usage de simulations de Monte-Carlo permet en outre de prendre en compte la variabilité 

des paramètres physiologiques en leur associant une distribution statistique (normale ou log-

normale) associée à une moyenne et un écart-type. Ceci permet de réaliser des prédictions adap-

tées pour une population large d’animaux (comme en élevage), plutôt qu’uniquement pour des 

individus moyens (Li et al., 2017). 
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4. Objectifs de la thèse 

 
Plusieurs problématiques en lien avec les différents usages de colistine en médecine humaine 

et vétérinaire ont été abordés lors de cette thèse. Ces aspects peuvent être schématiquement 

séparés selon la voie d’administration de la colistine (ou du CMS) :  

 

A. Administration par voie orale, sous forme de colistine, et problématique 

d’antibiorésistance 

 

A.1. L’usage massif de colistine en médecine vétérinaire par voie orale est considéré 

comme exerçant une pression de sélection sur les souches résistantes à la colistine, et cette 

pratique est contestée notamment depuis la découverte du gène plasmidique mcr-1. La filière 

porcine est largement concernée par cette problématique, car elle figure parmi les plus gros 

utilisateurs de cette molécule afin d’enrayer les infections digestives en post-sevrage (EMA, 

2016d). En raison de ses propriétés physico-chimique, la colistine n’est pas ou très peu absorbée 

par la barrière intestinale des porcs (Rhouma et al., 2015) et donc l’exposition directe du mi-

crobiote intestinale est forte. Les conséquences d’un traitement sur la sélection des souches col-

R et des gènes de résistance tel que mcr-1 sont mal connues dans les élevages porcins (Rhouma 

et al., 2016a) et seront explorées dans cette première partie expérimentale. 

 

A.2.  Chez l’Homme, la colistine par voie orale est également utilisée, pour des raisons 

prophylactiques de décontamination sélective digestive (SDD). Cet usage est sujet à contro-

verse quant à son implication dans le développement de bactéries résistantes dans le microbiote 

intestinal des patients. Avec la découverte de mcr-1, cet aspect nécessite une exploration plus 

poussée et sera l’objet de la βe partie expérimentale, par le recours à un modèle de rat hébergeant 

un microbiote intestinal d’origine humaine. 

 

B. Administration par voie systémique, sous forme de CMS, et exploration 

pharmacocinétique 

 

B.1.  Afin d’améliorer les connaissances sur l’ADME du CMS et de la colistine, un 

modèle PBPK a été développé chez le porc après administration systémique de CMS. Ce type 
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de modèle permet de décrire de façon mécanistique la distribution tissulaire des molécules, 

notamment dans le rein, lieu où la toxicité de cette molécule s’exprime. Le porc a été choisi en 

raison de sa grande proximité physiologique avec l’Homme mais aussi car la colistine est éga-

lement utilisée en médecine vétérinaire. En effet, l’administration par voie systémique de CMS 

est minoritaire mais existe en production porcine. Se pose alors le problème des résidus de 

colistine retrouvés dans les viandes, et la détermination des temps d’attente lié à l’usage de cette 

molécule est nécessaire. Le modèle PBPK développé chez le porc a été appliqué pour cet ob-

jectif. 

 

B.2.  L’administration du CMS par voie systémique est de loin la plus fréquente en 

médecine humaine. Cependant, son utilisation engendre un risque d’apparition d’une toxicité 

rénale non négligeable et l’optimisation de la dose administrée est donc primordiale. Or pour 

certaines sous-populations, comme les patients pédiatriques, peu de données cinétiques sont dis-

ponibles permettant d’optimiser les doses de colistine à utiliser, sans risque pour les patients. 

Ainsi, l’adaptation de posologie pour la population pédiatrique reste un sujet d’importance. Grâce 

au modèle développé chez le porc adulte, une étude de l’influence de l’âge sur la PK du CMS et 

de la colistine a été réalisée sur des porcelets d’âges différents (extrapolation inter-âges). Puis, 

un travail d’extrapolation inter-espèces à l’Homme et l’enfant a été initié. 

 

La synthèse des objectifs de cette thèse est présentée dans la Figure 16. 
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Figure 16 : Objectifs de la partie expérimentale de la thèse 
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II. Partie expérimentale
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5. Antibiorésistance et usages de colistine par voie 

orale 

 

5.1. )mpact d’un traitement à la colistine chez le porcelet hé-
bergeant un E. coli positif pour mcr-1 

 

5.1.1. Introduction 

 

L’usage massif de colistine chez les animaux de production, notamment le porc, est sujet 

à controverse depuis la découverte de la résistance plasmidique mcr-1. Il est craint qu’une sé-

lection de souches col-R puis une dissémination via l’environnement et l’alimentation entraine 

l’apparition d’infections bactériennes chez l’Homme pour lesquelles aucun antibiotique ne sera 

efficace. Une étude expérimentale a donc été menée afin d’explorer l’usage spécifique de la 

colistine par voie orale chez le porc et ses conséquences dans la sélection de mcr-1. 

 

5.1.2. Etude préliminaire 

 

En premier lieu, il a fallu élaborer un modèle de porcelet hébergeant de façon asympto-

matique une souche de E. coli porteuse du gène mcr-1 dans son microbiote intestinal. L’objectif 

était de mimer la présence de ce gène à bas bruit dans un élevage porcin conventionnel. 

 

5.1.2.1. Matériels et méthodes 

 

• Animaux  

 

Douze porcelets tout juste sevrés (âgés de 3 semaines) ont été utilisés car ils sont la cible 

majoritaire des traitements per os à la colistine dans cette espèce. Ces animaux provenaient 

d’un élevage de l’Institut National de la Recherche Agronomique (INRA), et ont été élevés dans 

des conditions conventionnelles. Ces porcelets n’ont reçu aucun traitement préalable avec des 

polymyxines avant leur inclusion dans l’étude. 
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• Souches bactériennes col-R  

 

Deux souches E. coli (n°391 et 2305) isolées à partir de prélèvements intestinaux de porcs 

sains à l’abattoir (dans le cadre du plan de surveillance commandité par le ministère de l’Agri-

culture français) (Perrin-Guyomard et al., 2016) ont été sélectionnées en raison de leur résis-

tance à la colistine médiée par le gène mcr-1 (confirmé par PCR). Ces souches avaient toutes 

les deux une CMI à la colistine de 8 mg/L. Une PCR sur l'extrait plasmidique de la souche 

(PureLink HiPure Plasmid Miniprep Kit (ThermoFisher Scientific, Dardilly, France)) a permis 

de confirmer la localisation plasmidique de mcr-1. Le type de plasmide hébergeant le gène mcr-

1 n'a toutefois pas été caractérisé à ce jour. 

Ces deux souches ont en premier lieu été rendues résistantes à la rifampicine par culture 

en bouillon supplémenté avec de la rifampicine à 250 mg/L (Sigma, Saint-Quentin Fallavier, 

France), afin de pouvoir les discriminer aisément sur milieux de culture sélectifs. En effet, la 

sélection de souche col-R dans les géloses est techniquement difficile en raison de la mauvaise 

diffusion de la colistine dans ce milieu (Rhouma et al., 2016c), ce qui peut biaiser les résultats. 

En outre, les bactéries lors de notre étude ont été isolées à partir de prélèvements fécaux dont 

les composants sont susceptibles d’inhiber l’activité de la colistine (Fleury, 2015). Après avoir 

vérifié la CMI des souches à la rifampicine (>512 mg/L), une analyse PCR a confirmé que ces 

souches avaient toujours le gène mcr-1 malgré cette nouvelle résistance induite. L’usage de 

gélose Mc Conkey (ThermoFisher Scientific, Dardilly, France) avec rifampicine (à 200 mg/L) 

s’est avéré efficace pour isoler ces souches mutées. 

 

• Essai de conjugaison in vitro 

 

 La capacité des deux souches (n°2305 et 391) à transférer leur plasmide portant mcr-1 

par conjugaison a été testée in vitro en milieu liquide avec une souche réceptrice E. coli J5 

(notée ECJ5) résistante à la rifampicine (CMI> 250 mg/L) (Weill et al., 2004). Afin de pouvoir 

discriminer ECJ5 des deux souches donneuses, ces dernières ont été utilisées avant leur induc-

tion d’une résistance à la rifampicine (comme décrit dans le paragraphe sur les souches bacté-

riennes utilisées) et ont été discriminées par leur résistance à la colistine. 

 Les souches donneuses ainsi que la souche réceptrice ECJ5 ont été mises individuelle-

ment à incuber dans des tubes contenant du bouillon LB (Luria Bertani, ThermoFisher Scienti-

fic) sous agitation à 37 °C pendant une nuit. Puis 600 µL de chaque tube a été transféré dans un 
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nouveau tube de bouillon LB (un pour chaque souche) et incubé à 37°C sous agitation pendant 

1 h pour obtenir des bactéries en phase de croissance exponentielle. Après vérification par den-

sité optique de la concentration attendue (1,5.109 bactéries/mL), 2 mL provenant du tube de la 

souche donneuse ont été mélangés avec 2 mL provenant du tube de la souche réceptrice (ratio 

1:1 entre donneuse et réceptrice) et mis en incubation pendant 24 h à 37°C sans agitation. 

D’autres ratios ont également été testés à savoir 1:10 et 1:100 entre donneuse et réceptrice. 

Enfin, 2 mL du mélange entre donneuse et receveuse a été dilué et étalé sur une gélose Mueller 

Hinton contenant de la rifampicine (32 mg/L) et de la colistine (2 mg/L) afin de discriminer les 

éventuels transconjugants. 

 

• Optimisation de l’implantation des souches résistantes chez le porcelet 

 

Pour chacune des deux souches (n°2305 et 391), deux protocoles d’inoculation chez le 

porcelet ont été testés : une taille d’inoculum faible 1.108 UFC/ml et une taille d’inoculum forte 

1.010 UFC/ml. Trois porcelets ont été utilisés par protocole soit 12 au total.  

L’inoculation se faisait par gavage grâce à une sonde gastrique, avec une solution saline 

de 5 mL contenant l’inoculum approprié. Deux inoculations séparées de 24h ont été faites pour 

chaque animal (D0 et D1). Puis des prélèvements réguliers de fèces ont été réalisés sur une 

quinzaine de jours. 

 

• Effet d’un traitement à la colistine par voie orale sur la sélection des souches inoculées 

 

A l’issue de l’étape précédente, le choix du protocole d’inoculation optimal a été effectué 

et les animaux correspondants ont été gardés pour la suite de l’expérimentation (γ animaux par 

souche, soit 6 animaux au total). Ces porcs ont été traité à partir du 20e jour après l’inoculation. 

Le traitement consistait à l’administration par gavage de sulfate de colistine (Acti Coli, Biove, 

Arques, France), à la posologie recommandée en médecine vétérinaire (100 000 UI/kg en 2 

administrations/jour) pendant 3 jours (durée minimale de traitement selon le RCP). La voie 

d'administration par gavage a été privilégiée afin de contrôler de façon précise la dose adminis-

trée, contrairement à la voie classique par l’eau de boisson ou l’alimentation. Des prélèvements 

de fèces ont été effectués pendant et jusque 9 jours après la fin du traitement, afin de quantifier 

les bactéries précédemment inoculées. 
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• Analyses bactériologiques 

 

Le suivi des quantités de souches E. coli porteuses de mcr-1 dans l’intestin des porcelets 

s’est fait grâce à des prélèvements individuels réguliers de fèces fraiches (par stimulation anale) 

et dénombrements bactériens. Brièvement, des prélèvements d’environ 1g de fèces ont été 

broyés puis dilués dans du sérum physiologique. Enfin, les dilutions appropriées ont été étalées 

sur les géloses Mc Conkey contenant de la rifampicine. La limite de détection (LOD) était de 

50 UFC/g de fèces. 

 

5.1.2.2. Résultats  

 

• Essai de conjugaison in vitro 

 

Aucune colonie n’a poussé sur le milieu supplémenté avec à la fois de la rifampicine et de la 

colistine, quelque soit le ratio entre souche donneuse et receveuse, soulignant ainsi l’absence 

de souches de type transconjugant.  

 

• Optimisation de l’implantation des souches résistantes chez le porcelet 

 

Les résultats des différents protocoles d’inoculation de souche bactrienne sont présentés 

dans la Figure 17. Les deux souches (n°2305 et 391) se sont implantées correctement quel que 

soit l’inoculum et n’ont pas été éliminées sur la période de suivi (environ 15 jours). Malgré la 

variabilité importante, l’implantation de la souche n°γ91 est apparue relativement plus stable 

que l’autre souche, et a donc été préférée pour la suite de l'étude. Afin de confirmer le choix de 

cette souche, un traitement court à la colistine par voie orale a été effectué pour évaluer son 

impact in vivo sur chacune des deux souches. 
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Figure 17 : Dénombrement fécal des souches de E. coli inoculées (deux tailles d’inoculum pour 
chaque souche) au cours du temps. 
Faible inoculum : 1.108 UFC/ml ; fort inoculum : 1.1010 UFC/ml 

 

• Effet d’un traitement à la colistine par voie orale sur la sélection des souches inoculées 

 

Les porcs ayant reçu le faible inoculum (3 porcs pour chaque souche) ont été traité à partir 

du 20e jour après l’inoculation 

Des prélèvements de fèces ont été effectués pendant et 8 jours après la phase de traitement, 

afin de quantifier les bactéries inoculées comme précédemment décrit (Figure 18). 

 

 

Figure 18 : Dénombrement fécal au cours du temps des souches de E. coli inoculées et impact 
d’un traitement à la colistine. 
L’inoculation avait été effectuée β0 jours avant le début du traitement. Le traitement à la colistine était de 100 000 
UI/kg/j divisés en 2 administrations. 
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Les 3 jours de traitement à la colistine ont provoqué une légère baisse des E. coli inoculées 

pendant la phase de traitement mais de façon non significative. En outre, peu de différences ont 

été notées dans l’évolution des quantifications des E. coli n°391 et 2305 avec ce traitement à la 

colistine. En lien avec les conclusions du paragraphe précédent, c’est la souche n°391 qui a 

finalement été conservée pour l’étude principale. Elle a été dénommée ECmcr1+ dans le reste 

du document. 

 

Une fois ce protocole d’inoculation optimal obtenu, l’étude principale a été menée chez 

d’autres porcelets sevrés. L’objectif a été d’évaluer l’impact d’un traitement colistine, à la dose 

recommandée et à une surdose utilisée en élevage, sur la sélection de cette souche ECmcr1+ en 

parallèle de l’effet sur les E. coli totaux. En outre, un suivi des concentrations fécales en colis-

tine a été effectué. 

 

 

5.1.3. Article publié (étude principale) 

 

Cet article a été publié dans l’International Journal of Antimicrobial Agents. 
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5.1.4. Discussion/ Perspectives 

 

Cette étude a montré que dans nos conditions expérimentales chez le porc (gavage de 

colistine), la souche ECmcr1+ n’a pas été sélectionnée. Ce résultat est important car il  implique 

que la pression de sélection de la colistine en élevage ne serait pas suffisante pour faire prolifé-

rer les souches hébergeant mcr-1 chez le porcelet traité. Cependant, ce résultat n’est probable-

ment pas généralisable à toutes les souches d’E. coli, ni toutes les espèces bactériennes. 

 

Plusieurs aspects de cette étude peuvent être discutés. Le suivi de ECmcr1+ s’est fait grâce 

à la résistance à la rifampicine qui a été induite et non par suivi direct de la résistance à la 

colistine. Cette méthode peut révéler des faux positifs, à savoir des bactéries qui seraient tou-

jours résistante à la rifampicine mais auraient perdu leur plasmide portant le gène mcr-1, et 

donc surestimer les résultats de dénombrements. Cependant, au vu des résultats obtenus, une 

surestimation impliquerait des quantités de ECmcr1+ encore plus faible et donc confirmerait 

une absence de sélection comme déjà expliqué. En outre, l’induction de la résistance à la rifam-

picine a pu induire un coût biologique à ECmcr1+ et donc diminuer la capacité de cette souche 

à coloniser l’intestin et proliférer (Cavaco et al., 2008).  

De nouveaux milieux permettant de discriminer de façon efficace les Entérobactéries ré-

sistantes à la colistine ont récemment été publiés (Abdul Momin et al., 2017; Nordmann et al., 

2016), et pourraient permettre de s’affranchir de l’induction d’une autre résistance pour suivre 

les souches inoculées. Ces milieux sont également intéressants pour détecter l’émergence de 

résistance à la colistine (par mutation), ce qui n’a pu être effectué dans notre étude. Cependant, 

l’émergence de souche col-R semble rare comme l’ont montré de précédentes études in vivo 

chez le porc sain et malade (Fleury et al., 2016; Rhouma et al., 2016b). 

 

Enfin, il n’a pas été possible de suivre un éventuel transfert de mcr-1 entre la souche ino-

culée et les bactéries endogènes des porcelets. Dans la littérature, les transferts de plasmides 

portant mcr-1 ont été mesurés à des niveaux très variables, allant de 10-10 à 10-1 (Yang et al., 

2017) mais il est supposé que pour la majorité des Entérobactéries, ces transferts se font à des 

taux entre 10-6 et 10-4 (Denervaud Tendon et al., 2017). Cependant, nos essais de conjugaisons 

in vitro en milieu liquide ont échoué à montrer un transfert du gène mcr-1 entre la souche 

ECmcr1+ et une souche E. coli receveuse. D’autres méthodes pourraient être testées comme la 

conjugaison en milieu solide afin de confirmer ces résultats. En outre, ces résultats ne préjugent 
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pas de la possibilité de transferts in vivo. Chez l’Homme, une étude a déjà démontré l’existence 

d’un phénomène de conjugaison in vivo d’un gène de résistance à la vancomycine dans l’intes-

tins, entre des souches d’Enterococcus. En administrant par voie orale à la fois la souche don-

neuse porteuse du gène (qui aurait été ECmcr1+ dans notre cas) et une souche receveuse (non 

endogène), des transconjugants ont ainsi pu être détectés dans les fèces (Lester et al., 2006). Ce 

type de protocole pourrait être à l’avenir testé avec des porcs. 

 

Cette étude confirme également que le traitement à la colistine peut diminuer fortement la 

population de E. coli endogènes pendant le traitement mais que la recolonisation est rapide, 

comme précédemment observé (Fleury et al., 2016 ; Rhouma et al., 2016b). Cette recolonisation 

peut se faire à partir des E. coli restants dans le tube digestif mais aussi par des souches exo-

gènes, retrouvées dans l’environnement. C’est peut-être pendant cette phase critique que des 

animaux non porteurs de souche positive pour mcr-1 peuvent être colonisés par des souches 

porteuses de mcr-1 en provenance d’autres animaux en contact. L’éventuelle diffusion de la 

souche ECmcr1+ entre animaux n’a pas pu être évaluée dans notre étude mais représente un 

axe de recherche à poursuivre. 
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5.2. Traitement à la colistine par voie orale chez le rat héber-

geant un microbiote intestinal humain porteur d’un E. 

coli positif pour mcr-1 
 

5.2.1. Introduction 

 

Comme expliqué précédemment (cf. 2.4.4), l’usage de la colistine dans le protocole de 

décontamination sélective digestive (SDD) en médecine humaine est sujet à controverse. Son 

efficacité en termes de diminution de la mortalité et des infections nosocomiales semble dé-

montrée mais ses effets sur le développement de l’antibiorésistance font débat. En outre, aucune 

étude n’a été publiée sur l’impact d’un tel traitement dans le contexte de la découverte du gène 

mcr-1.  

 

L’objectif général de cette étude a été d’évaluer l’effet d’un traitement à la colistine de 

type SDD sur la sélection d’un E. coli positif pour mcr-1 dans un modèle animal expérimental 

mimant l’exposition du microbiote humain dans le tube digestif. Le rat axénique hébergeant un 

microbiote intestinal humain a été utilisé car ce type de modèle se rapproche plus de l’Homme 

que les modèles avec des rongeurs hébergeant une flore conventionnelle (Hirayama and Itoh, 

2005; Yi and Li, 2012). 

 Ainsi, trois étapes principales ont été suivies : 

1. Obtenir un modèle de rats hébergeant un microbiote intestinal humain contenant la 

souche E. coli résistante à la colistine en sous-dominance vis-à-vis de la population des 

E. coli intestinaux totaux.  

2. Définir la dose de colistine optimale mimant un protocole de SDD chez le rat et obtenir 

des informations sur la cinétique fécale de la colistine.  

3. Et enfin, étudier l’effet sélectif de la colistine sur la souche porteuse du gène mcr-1. 

 

Les travaux présentés ci-dessous regroupent les expérimentations qui ont pu être menées 

sur ce sujet lors de la thèse et sont considérés comme des travaux préliminaires vis-à-vis de 

l’objectif général. 
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5.2.2. Matériels et méthodes  

 

Cette partie décrit le « matériels et méthodes » général utilisé sur l’ensemble de l’étude concer-

nant les animaux, la souche bactérienne et les méthodes microbiologiques.  

Ensuite, pour chacune des 3 étapes précédemment évoquées, les protocoles spécifiques utilisées 

seront détaillés dans 3 sections distinctes de la partie 5.2.3. 

 

5.2.2.1. Animaux 

 

Des rats axéniques Fisher d’environ β00g à leur arrivée et provenant de l’INRA ont été 

utilisés. Seuls des mâles ont été sélectionnés en raison de leur comportement plus docile. Les 

rats ont été nourris avec des granulés stériles et abreuvés avec de l’eau stérile, de façon ad 

libitum. Ils étaient hébergés de façon individuelle dans des cages, à l’intérieur d’isolateurs sté-

riles. Afin de limiter l’influence du comportement coprophage des rats sur les résultats, ceux-

ci étaient hébergés sur une grille laissant passer les fèces.  

 

En outre des essais sur des rats conventionnels Sprague-Dawley (fournis par Janvier 

Labs) ont permis d’optimiser la dose de colistine et obtenir des informations sur la cinétique 

fécale de colistine. Ces rats étaient hébergés de façon individuelle dans des cages, avec granulés 

et eau à volonté, et placés également sur des grilles afin de limiter la coprophagie. 

 

Une période d’acclimatation de 5 jours pour chaque animal a été respectée avant le début 

des expérimentations. L’ensemble des expérimentations a été validé par le Comité d’éthique 

local sous la référence 2905-2015112717486085. 

 

5.2.2.2. Souche bactérienne et analyses bactériologiques 

 

La souche utilisée pour l’étude sur le porcelet (ECmcr1+, cf. 5.1) a été conservée pour 

cette étude. Brièvement, cette souche non pathogène était porteuse d’une résistance chromoso-

mique à la rifampicine et d’une résistance plasmidique à la colistine (mcr-1). 
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Le suivi des E. coli totales (notées ECtot) et de ECmcr1+ s’est fait grâce à des prélèvements 

réguliers individuels de fèces fraiches (par stimulation anale) et des dénombrements bactériens 

à partir de ces échantillons. 

Afin de pouvoir suivre dans le temps l'évolution de la souche ECmcr1+ à partir des prélè-

vements de fèces, deux types de milieu ont été utilisés et comparés : 

➢ la gélose Mc Conkey supplémentée avec de la rifampicine (200 mg/mL). Les 

souches qui poussent sur ce milieu (notées EC Rif-R) sont censées être exclusive-

ment la souche ECmcr1+. Cependant, une éventuelle perte de mcr-1 ne peut être 

appréhendée par ce milieu (risque de faux-positif). 

➢ le milieu nommé SuperPolymyxin (Nordmann et al., 2016) pouvant discriminer 

spécifiquement les BGN col-R, dont les E. coli (notées EC col-R) sans distinction 

du mécanisme de résistance. Ce milieu est composé d’une gélose Eosin methylène 

Blue (EMB) contenant de la daptomycine pour inhiber les bactéries Gram positif, 

de l’amphotéricine pour inhiber les champignons et de la colistine à 3,5 mg/L pour 

sélectionner les souches dont la CMI à la colistine est supérieure à 2 mg/L. Ce 

milieu a déjà été validé avec des échantillons fécaux (Nordmann et al., 2016). 

 

Brièvement, chaque prélèvement de fèces d’environ β00 mg a été broyé puis dilué dans du 

sérum physiologique, et les dilutions ciblées ont été étalées sur des géloses contenant de la 

rifampicine (LOD =50 UFC/g de fèces) ou sur des géloses SuperPolymyxin (LOD =500 UFC/g 

de fèces).  

 

5.2.2.3. Microbiote intestinal humain et inoculation aux rats 

 

L’implantation d’un microbiote intestinal humain aux rats s’est fait grâce à un don de matières 

fécales provenant de volontaires sains, n’ayant eu aucun traitement antibiotique durant les 6 

derniers mois. Le choix du donneur a été effectué sur la base des résultats d’analyses bactériolo-

giques (par culture) et par comparaison des niveaux de population bactérienne (cultivable) avec 

ceux issus de la littérature (Furet et al., 2009; Rowland et al., 1985; Salminen et al., 1995). Le détail 

des géloses utilisées est résumé dans le Tableau S2 (en Annexe) et les résultats de la quantification 

du donneur final sont donnés dans la Figure S1 (en Annexe). 
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 Concernant l’inoculation du microbiote intestinal humain aux rats axéniques, celle-ci 

s’est déroulée à partir de matières fécales fraiches provenant du donneur sélectionné, récoltées 

dans un pot stérile et gardées sous atmosphère anaérobie grâce à un générateur d’anaérobiose 

(GENbox anaer, Biomérieux). L'échantillon transféré ensuite en chambre anaérobie, a été dilué 

au 10e et homogénéisé dans du bouillon au thioglycolate avec résazurine (Biomérieux). Ensuite, 

1 mL de cette suspension fécale a été administrée à chaque rat (en isolateur) par gavage avec 

une canule. 

 

5.2.3. Résultats 

 

5.2.3.1. Etape 1 : Détermination du schéma optimal d’implantation du mi-

crobiote intestinal humain contenant la souche ECmcr1+ 

 

• Objectif :  

 

L’objectif était d’avoir un modèle de rat hébergeant une flore humaine contenant une souche E. 

coli porteuse de mcr-1 en sous-dominance par rapport à l’ensemble des E. coli. Ainsi, il a été 

nécessaire d’optimiser la taille de l’inoculum à administrer.  

 

• Protocole : 

 

Plusieurs scenarii d’inoculation ont été testés : 

 

A. Administration simultanée d’un fort inoculum  (~108 UFC/mL) de ECmcr1+ avec 

le microbiote intestinal humain (n=3 rats) 

B. Administration simultanée d’un inoculum moyen (~105 UFC/mL) de ECmcr1+ 

avec le microbiote intestinal humain (n=4 rats) 

C. Administration simultanée d’un faible inoculum (~103 UFC/mL) de ECmcr1+ 

avec le microbiote intestinal humain (n=3 rats) 

D. Administration décalée : d’abord le microbiote intestinal humain, puis, après sta-

bilisation de cette flore (19 jours), inoculation d’un fort inoculum (~108 UFC/mL) 

de ECmcr1+ (n=3 rats). 
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Des prélèvements réguliers de fèces ont été réalisés de façon individuelle afin de dénombrer      

la souche ECmcr1+ et suivre son évolution au cours du temps en parallèle de la population E. 

coli totale (ECtot).      

 

• Résultats : 

 

Les résultats des dénombrements bactériens sont montrés sur la Figure 19. L’administration 

décalée de la souche ECmcr1+ entraine la présence transitoire de la souche au sein du micro-

biote fécal des rats (Figure 19D). L’effet barrière de la flore humaine préalablement implantée 

est probablement trop important pour permettre à la souche ECmcr1+ de s’y installer.  

Si la souche est administrée simultanément à la flore fécale, elle s'implante à des niveaux 

de concentration dépendants de la taille de l'inoculum de départ. Lorsque l'inoculum est fort, 

ECmcr1+ apparaît dans la flore fécale des rats à des niveaux de concentration équivalents, voire 

supérieurs aux autres E. coli endogènes. Ainsi, les E. coli endogènes de la flore, sensibles à la 

colistine, ne pouvant être différenciés des E. coli résistants, ce schéma d'inoculation pour l’étude 

n’a pas été retenu (Figure 19A). Le faible inoculum n’a donné qu’une présence transitoire de 

ECmcr1+ (indétectable au bout de 5 jours) (Figure 19C). Enfin l’inoculum moyen s’est avéré 

être le meilleur pour obtenir la souche ECmcr1+ en sous-dominance parmi les E. coli totaux 

(Figure 19B), ce qui correspondait au modèle attendu. Il faut noter cependant que pour l’un des 

4 rats de ce groupe, la souche ECmcr1+ est devenue dominante au bout de quelques jours (à 

l’instar du groupe A) et ce rat a donc été exclu des résultats (non pris en compte dans le graphe). 

Cela souligne que la variabilité biologique inter-individuelle inhérente à ce type de procédure 

expérimentale n’est pas négligeable, ce qui a des conséquences sur le nombre minimal d’ani-

maux par groupe à utiliser.  

Concernant la comparaison des deux types de géloses utilisées, les dénombrements bacté-

riens ont donné des résultats comparables chez les groupes de rats où la distinction entre popu-

lation E. coli sensibles et résistantes était possible (Figure 19B et C). Ceci suggère que la souche 

résistante à la colistine majoritaire dans les fèces est bien la souche ECmcr1+ qui a été inoculée. 
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Figure 19 : Evolution de la population totale de E. coli et de la souche ECmcr1+ en fonction du schéma d'inoculation.  
Protocoles : administrations simultanées du microbiote et de ECmcr1+ à un fort (108 UFC/mL, A), moyen (105 UFC/mL, B, et faible inoculum (103 UFC/mL, C).  
Administration décalée (D19) de ECmcr1+ (108 UFC/mL, D). D0 correspond à l’inoculation de la flore intestinale humaine. 
Sur chacune des figures, le 1er point correspond à la quantification de l’inoculum. Pour les groupe A et D, la gélose SuperPolymyxin n’a pas été utilisée. 
Ectot : E. coli totaux ; EC col-R : E. coli résistant à la colistine ; EC Rif-R : E. coli résistant à la rifampicine (ECmcr1+) ; LOD : limite de détection 
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5.2.3.2. Etape 2 : Détermination de la dose de colistine à utiliser chez le rat 

pour mimer un traitement type SDD et cinétique fécale de colis-

tine 

 

• Objectif :  

 

La dose de colistine à utiliser chez le rat pour mimer un protocole de SDD a été optimisée en 

réalisant un suivi des E. coli totaux fécaux (ECtot) chez des rats conventionnels. Une diminu-

tion significative de cette population a été considérée comme l’objectif à atteindre. En outre, 

une cinétique fécale de colistine a été réalisée en parallèle. 

 

• Protocole : 

 

La dose classique de colistine sulfate utilisée en SDD chez l’adulte est de 400 mg 

CBA/jr (en 4 administrations), quel que soit le poids (Sarginson et al., 2011). Pour un homme 

standard de 70 kg, cette dose correspond à environ 5,7 mg CBA/kg/jr de colistine. 

Pour extrapoler aux rats, plusieurs doses ont été testées :  

➢ la dose de colistine par kg chez l’Homme ramenée au poids standard du rat (dose 

faible, n=5). Ainsi, pour un rat standard de 250 g une dose journalière de 1,4 mg 

CBA a été administrée. 

➢ une dose triple de la dose précédente a testée (4,2 mg CBA/jr, dose forte, n=3). 

La justification repose sur une publication qui a montré que l’extrapolation de 

l’Homme à la souris nécessite de tripler la dose, probablement en raison de la 

masse relative des intestins plus importante chez les rongeurs par rapport à 

l’Homme  (Speekenbrink et al., 1987). 

➢ une dose intermédiaire entre les deux doses précédentes a également été testée 

(2,2 mg CBA/jr, n=3). 

 

 La dose journalière a été donnée par gavage (1 mL par administration) en 2 fois espacées 

de 6 h (matin et après-midi) pendant 3 jours. 
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Des prélèvements de fèces réguliers ont été effectués (par stimulation anale) afin de dénombrer 

les E. coli totaux sur gélose Mc Conkey et ainsi comparer l’efficacité du traitement à la colistine 

selon la dose administrée pour « décontaminer » le tube digestif. 

 

 Une cinétique fécale de colistine a également été réalisée, seulement pour le groupe dose 

faible, afin d’avoir un aperçu des concentrations fécales obtenues, mais également pour évaluer 

si la sensibilité de la méthode de dosage de la colistine dans les fèces était suffisante. Les pré-

lèvements fécaux ont été réalisés à partir du 1er jour de traitement et jusque 5 jours après (soit 

48h après la dernière dose). Pendant la phase de traitement (3 jours), la répartition des prélève-

ments a été faite de la façon suivante :  

❖ 11 échantillons entre 1 et 2 h après une administration 

❖ 9 échantillons entre 2 et 4,5 h après une administration 

❖ 12 échantillons entre 16 et 17,5 h après une administration 

 

Puis à la fin du traitement :  

❖ 3 échantillons environ 25 h après la dernière administration 

❖ 5 échantillons environ 40 h après la dernière administration 

❖ 3 échantillons environ 49 h après la dernière administration 

 

Les dosages de colistine dans les fèces ont été réalisés par HPLC-MS/MS, en suivant la même 

méthodologie que pour les fèces de porc (cf. 5.1.3) avec une limite de quantification à 0,125 

µg/g de fèces. 

 

• Résultats : 

 

 Les résultats des dénombrements de ECtot dans les fèces des rats en fonction de la dose 

de colistine utilisée sont présentés dans la Figure 20. Ni la dose standard de l’Homme extrapolée 

au poids du rat (dose faible), ni la dose intermédiaire n’ont été efficaces pour diminuer de façon 

significative la population d’E. coli. Malgré la variabilité assez forte, la dose forte a permis une 

chute moyenne de 3 log dans les quantités de E. coli totaux. Sachant que ce traitement a été 

réalisé sur une période courte (3 jours) et avec seulement 2 administrations par jour (au lieu de 

4 chez l’Homme), il a été considéré que cette dose est efficace pour mimer une décontamination 
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digestive. Aucun effet secondaire majeur n’a été observé pendant cette phase, hormis l’obten-

tion de selles plus molles pendant le traitement. 

  

 

Figure 20 : Suivi des ECtot dans les fèces en fonction de la dose de colistine utilisée. 
Dose forte : 4,2 mg CBA/jr ; Dose intermédiaire : 2,2 mg CBA/jr ; Dose faible : 1,4 mg CBA/jr  
D0 correspond au 1er jour de traitement à la colistine. LOD : limite de détection 

 

 Concernant la cinétique fécale de colistine, les résultats sont présentés dans la Figure 

21. Les données obtenues montrent une variabilité intra et inter-individuelle importante. Les 

concentrations maximales (~100 µg/g) ont été mesurées entre 1 et 2h après une administration 

de colistine, mais la variabilité est forte avec une étendue des concentrations de 1,4 à 165 µg/g 

de fèces. Environ 16h après une administration, les concentrations restent élevées mais toujours 

associées à une forte variabilité (entre 0,8 et 17 µg/g). Deux jours après la fin du traitement, 

certains prélèvements avaient des concentrations en colistine encore supérieures à la LOQ.   
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Figure 21 : Cinétique individuelle fécale de la colistine chez les 5 rats après 3 jours de traitement 
à la dose faible.  
Les concentrations sous la limite de quantification (LOQ) ont été fixées à la moitié de la LOQ sur le graphique. 
Le rat n°1 n’a eu des prélèvements qu’après la fin du traitement. 
 

 

5.2.3.3. Etape 3 : )mpact d’un traitement colistine (type SDD) sur la sélec-

tion de ECmcr1+  

 

• Objectif :  

 

Après obtention du modèle animal expérimental désiré et optimisation de la dose de colistine à 

utiliser, l’effet d’un traitement à la colistine sur la sélection de ECmcr1+ a été évalué par un 

suivi de cette population dans les fèces. 

 

• Protocole :  

 

Les 3 rats ayant une population ECmcr1+ en sous-dominance utilisés lors de l’optimi-

sation de ECmcr1+ (cf. 5.2.3.1, Figure 19 B) ont été réutilisés dans cette expérimentation. Ces 

0.0

0.3

3.0

30.0

300.0

0 6 12 18 24 30 36 42 48 54 60 66 72 78 84 90 96 102 108 114

C
°

co
lis

ti
n

e
 (

µ
g

/g
 d

e
 f

é
ce

s)

TEMPS (h)

Rat n°1 Rat n°2 Rat n°3

Rat n°5 Rat n°4 traitement colistine

LOQ



Traitement à la colistine par voie orale chez le rat hébergeant un microbiote intestinal humain porteur 
d’un E. coli positif pour mcr-1 

 

110 

 

animaux ont été traités avec de la colistine sulfate à la dose journalière optimisée (cf. 5.2.3.2), 

soit 4,2 mg CBA/jr et administrée en 3 gavages par jour espacés de 6h. 

Des prélèvements réguliers de fèces ont été réalisés de façon individuelle afin de dé-

nombrer la souche ECmcr1+ (avec les deux milieux de culture précisés au 5.2.2.2) et suivre son 

évolution au cours du temps en parallèle de la population totale E. coli (ECtot).  

 

• Résultats :  

 

La Figure 22 détaille le suivi des populations bactériennes E. coli au cours du temps. On peut 

observer que la souche ECmcr1+ subit une sélection transitoire pendant le traitement à la colis-

tine (D0 à D4). En effet, avant traitement, le ratio du nombre de ECmcr1+ sur le nombre de 

ECtot était d’environ 500. Pendant, la phase de traitement, ce ratio s’est approché de 1, illustrant 

le fait que la souche ECmcr1+ a pu être dominante pendant ce laps de temps.  Cependant, cette 

sélection semble transitoire car en période de post-traitement, les niveaux des populations bac-

tériennes sont revenus à des niveaux comparables à la phase de pré-traitement, avec ECmcr1+ 

en sous-dominance.  

Les résultats de dénombrements sur gélose avec rifampicine et avec la gélose SuperPo-

lymyxin ont donné des résultats comparables, soulignant le fait que, là encore, la souche 

ECmcr1+ était la seule souche d’entérobactérie résistante à la colistine dénombrable.  

Enfin, ces résultats confirment que la posologie de colistine utilisée est efficace pour 

mimer un effet de type SDD. Pendant la phase de traitement, la population ECtot a diminué de 

façon importante, passant en moyenne de 6,8 log/g de fèces en début de traitement (D0) à 3,6 

log/ g de fèces à la fin du traitement (D4). La diminution des E. coli sensibles a peut-être été 

encore plus importante mais ceci a été « masqué » par la présence des ECmcr1+.  
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Figure 22 : Evolution de la population totale E. coli et de la souche ECmcr1+ lors d’un traite-
ment à la colistine. 
L’implantation du microbiote contenant ECmcr1+ a eu lieu β0 jours avant le début du traitement (D0). ECtot : E. 
coli totaux ; EC col-R : E. coli résistant à la colistine ; EC Rif-R : E. coli résistant à la rifampicine (ECmcr1+) ; 
LOD : limite de détection 

 

 

5.2.4. Discussion/ Perspectives 

 

Cette étude expérimentale a permis de mettre en place un modèle de rats hébergeant un 

microbiote intestinal humain avec présence d’une souche E. coli porteuse de mcr-1 en sous-

dominance. Même si la flore implantée dans ce modèle animal ne mime pas de façon complé-

tement fidèle la diversité du microbiote intestinal humain (Silley, 2009), ce modèle permet de 

représenter le cas de patients étant traités à la colistine par voie orale et ayant un portage sain 

d’une souche col-R dans leur microbiote. La posologie de colistine utilisée a été adaptée chez 

le rat pour mimer une décontamination digestive, parfois utilisée dans certaines unités de soins 

intensifs comme traitement prophylactique (Bastin and Ryanna, 2009). Ces résultats ont montré 

que de telles doses permettent une diminution drastique de la population totale de E. coli (ma-

joritairement sensible) mais que l’impact sur la souche ECmcr1+ est limité, amenant à un phé-

nomène de sélection transitoire. En effet, malgré la diminution significative de la population 

d’E. coli endogène (ECtot), la souche ECmcr1+ n’est pas devenue dominante mais est restée à 

un niveau similaire à celui d’avant traitement (en sous-dominance). Les résultats de cinétique 

fécale de colistine ont souligné que les concentrations mesurées peuvent atteindre de fortes 
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valeurs (> 100 µg/g de fèces, à la dose faible), ce qui implique que les concentrations intesti-

nales devraient être suffisantes pour tuer la souche ECmcr1+ dont la CMI à la colistine est de 

8 µg/mL. Cependant, comme pour les résultats de cinétique fécale chez le porc, l’existence de 

liaisons non-spécifiques de la colistine aux fèces pourrait diminuer drastiquement la fraction 

libre pharmacologiquement active (Van Saene et al., 1985). Cette cinétique a également montré 

que l’élimination complète de colistine est assez lente (concentrations encore mesurables 2 

jours après l’arrêt du traitement) malgré un transit digestif rapide chez le rat pour les liquides 

(Quini et al., 2012), ce qui pourrait également être en faveur d’une adsorption de la colistine 

sur les parois du tube digestif. 

Ainsi, ces résultats attestent que : (i) cette dose de colistine n’est pas suffisante pour élimi-

ner la souche col-R mais (ii) qu’elle n’exerce pas une pression de sélection suffisante pour faire 

proliférer la souche ECmcr1+. Cependant, dans cette étude, une souche non-pathogène a été 

utilisée. Dans le cas inverse, la baisse de la population E. coli totale pourrait diminuer suffisam-

ment les effets de barrières de la flore endogène de telle sorte qu’une souche pathogène viru-

lente (et résistante) pourrait proliférer. Néanmoins, dans le protocole classique de SDD en mé-

decine humaine, une tri-thérapie d’antibiotiques est utilisée avec notamment un aminoside (to-

bramycine essentiellement) (van der Voort and van Saene, 2008) dont l’effet antibactérien peut 

se combiner avec celui de la colistine et potentiellement éliminer les souches col-R.  

A l’instar de l’étude précédente chez le porc (cf. 5.1), le transfert du gène mcr-1 entre les 

souches n’a pu être suivi en raison de la méthode d’analyse microbiologique utilisée. Nos essais 

in vitro de conjugaison du gène mcr-1 de ECmcr1+ n’ont pas montré l’existence d’un tel trans-

fert, même s’il n’est pas possible de préjuger de ce phénomène in vivo. Enfin, le phénomène 

d’émergence, plutôt que de sélection, de résistance à la colistine (mutation chromosomique) n’a 

pas été étudié, en raison de la présence de la souche ECmcr1+ qui « masque » l’isolement de 

telles souches mutées sur un milieu sélectif, comme le SuperPolymyxin. 

 

Les perspectives liées à ce travail reposent sur la confirmation de ces résultats prélimi-

naires, à la fois sur un nombre de rats plus important mais aussi en comparant des groupes 

traités avec colistine seul, avec la posologie complète de SDD (colistine, tobramycine et am-

photéricine B) et avec un groupe placébo.  
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6. Modélisation PBPK du CMS et de la colistine par 

voie systémique 

 

6.1. Modèle PBPK chez le porc : distribution rénale et appli-

cation à l’estimation des temps d’attente 
 

6.1.1. Introduction 

 

L’usage du CMS par voie systémique est la voie d’administration la plus courante en 

médecine humaine, aboutissant à la formation in vivo de colistine. Les processus inhérents à 

l’ADME du CMS et de la colistine sont complexes et encore peu connus. Le recours à la mo-

délisation PBPK permet d’explorer ces processus d’un point de vue mécanistique et ainsi mieux 

comprendre la distribution tissulaire de ces composés. Un modèle « whole body » PBPK couplé 

à une approche de population de type non-linéaire à effet mixte (NLME) a déjà été développé 

pour le CMS et la colistine chez le rat (Bouchene, 2016). L’objectif a été d’améliorer ce modèle 

en utilisant des données expérimentales supplémentaires chez le porc, notamment au niveau 

rénal.  

Le porc a été choisi comme espèce cible de la modélisation PBPK en raison de sa proximité 

physiologique avec l’Homme, permettant des extrapolations inter-espèces ultérieures (cf. 6.2) 

En outre, le CMS est parfois utilisé par voie systémique en production porcine, ce qui donne 

lieu à l’application de temps d’attente avant commercialisation des denrées issues de ces ani-

maux. Ainsi, comme application de notre modèle PBPK, une estimation de ces temps d’attente 

est également présentée dans cette partie. 

 

6.1.2. Article 

 

Ce travail a été soumis au journal Pharmaceutical Research.
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ABSTRACT 

 

Purpose: The objective of this work was the development of a whole-body physiologically-based phar-

macokinetic (WB-PBPK) model for colistin, and its prodrug colistimethate sodium (CMS), in pigs to ex-

plore their tissue distribution, especially in kidneys. 

 

Methods: Plasmatic and tissue concentrations of CMS and colistin were obtained after use of different 

doses of CMS and route of administration in pigs. The WB-PBPK model was developed based on these 

data according to a non-linear mixed effect approach and using NONMEM software. A detailed sub-

model was implemented for kidneys to handle the complex disposition of CMS and colistin within this 

organ.  

 

Results: The WB-PBPK model well captured the kinetic profiles of CMS and colistin in plasma. In kid-

neys, an accumulation and slow elimination of colistin were observed and well described by the model. 

Kidneys seemed to have a major role in elimination processes, through tubular secretion for CMS and 

through intracellular degradation for colistin. Lastly, to illustrate the usefulness of the PBPK model, an 

estimation of the withdrawal periods after veterinary use of CMS in pigs was done. 

  

Conclusions: The WB-PBPK model may facilitate the inter-species extrapolations to human and explore 

the colistin induced-nephrotoxicity in human medicine. 

 

 

Keywords: colistin; CMS; kidneys; PBPK model; pigs;  
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ABBREVIATIONS 

ADME: Absorption, distribution, metabolism, excretion 

BLOQ: below the limit of quantification 

BW: body weight 

CBA: colistin base activity 

CMS: colistimethate sodium 

DV: observed value 

fu: unbound fraction  

GFR: glomerular filtration rate 

GIT: gastro-intestinal tract 

HPLC-MS/MS: high-performance liquid chromatography coupled with tandem mass spectrometry 

IIV: interindividual variability 

IPRED: individual prediction 

IV: intravenous 

IM: intramuscular 

LOQ: limit of quantification 

MRL: maximal residue limits 

NLME: nonlinear mixed effects 

OFV: objective function value 

PBPK: physiologically-based pharmacokinetic 

PK: pharmacokinetics 

PRED: population prediction 

RV: residual variability 

SIR: sampling importance resampling 

t1/2: half-life 

VPC:  visual predictive checks 

WB-PBPK: whole body physiologically-based pharmacokinetic 

WP: withdrawal period  

  



Modèle PBPK chez le porc : distribution rénale et application à l’estimation des temps d’attente 
 

117 

 

INTRODUCTION 

 

Colistin is an old peptide antibiotic from the polymyxin family that is used in human and vet-

erinary medicine. In food producing animals, colistin is widely used as colistin sulphate to treat bacte-

rial digestive infections. The use of its pro-drug, the colistimethate sodium (CMS), is the most frequent 

in human medicine but CMS can also be found as animal treatment. In human, this antibiotic has be-

come the last resort in particular for fighting multi-resistant bacteria (1). Colistin is the active moiety 

and is formed from CMS hydrolysis within the body (2). CMS is a mixture of methanesulfonated mole-

cules which are hydrolysed in derivatives with less methanesulfonate groups to finally form colistin (3). 

The structure of colistin and its prodrug makes their absorption, distribution, metabolism, and excre-

tion (ADME) upon the dependence of quite complex and mostly unexplained biological mechanisms 

(see below). Because of the renewed interest about this antibiotic, clarifying this complexity is never-

theless essential in order to facilitate current needs for dosing adjustments and avoid toxic effects (4). 

Colistin and CMS have a high molecular weight (1167 g/mol and 1632 g/mol, respectively) and 

are ionized (cationic and anionic, respectively) at physiological pH (5) which implies a weak passage of 

cellular membranes and physiological barriers. Hence, their distributions are supposed to be mainly 

within the extracellular spaces (6). Colistin is also suspected to bind to tissues according to few studies 

with animals (7, 8). Concerning elimination mechanisms, CMS is partially excreted unchanged in urine, 

as seen in healthy humans and rats (2, 6). Conversely, colistin excretion through urine is very low due 

to the major reabsorption from the tubules after glomerular filtration (2) and colistin tends to accu-

mulate in kidney tissue (9, 10). Specifically, this extensive reabsorption originates from the proximal 

tubular lumen (11, 12) which gives a predominant accumulation within the proximal tubular cells (13). 

Carrier-mediated uptake have been highlighted, involving different renal transporter like PEPT2 (14) 

or megalin (10). Moreover, an accumulation of polymyxins in intracellular organelles (like mitochon-

dria and endoplasmic reticulum) has been shown (11) which could be linked to cellular death-pathways 

(15) and nephrotoxic effects (15, 16). Colistin is mainly eliminated via degrading pathways, probably 

through hydrolysis mechanisms considering its peptidic structure (1). However, the actual underlying 

mechanisms are still unknown.  

Thus, the disposition of CMS and colistin within kidneys is not fully understood but has great 

implication in clinical practice, due to the limiting nephrotoxicity. Classical pharmacokinetic ap-

proaches could be used to describe plasmatic profiles of both compounds but are inefficient to handle 

tissue concentrations. Moreover, it is quite difficult to collect experimental data in humans, especially 

in tissues, for obvious ethical reasons. Physiologically-based pharmacokinetics (PBPK) modelling based 
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on animal experiments is hence a pertinent approach for this task. In addition to their ability to de-

scribe tissue distributions, these models are useful to perform some extrapolations from animals to 

human (17). A previous whole-body PBPK (WB-PBPK) model has been developed for CMS and colistin 

from rat experiments (18). However, several assumptions have been made, especially for the renal/uri-

nary distribution of CMS and colistin without experimental tissue data to support them. One advantage 

of this PBPK model was the use of a non-linear mixed effect (NLME) modelling approach (19) in order 

to handle inter-individual variabilities. Here, we refined this WB-PBPK model using numerous experi-

mental plasmatic, urinary and tissue data from pigs, with a special focus on kidney exposure to colistin. 

Pigs were chosen for their physiological proximity to human (20) allowing future inter-specie extrapo-

lations. 

The description of colistin pharmacokinetics in whole body is also interesting in the veterinary 

field. Indeed, for food safety concern, maximal residue limits (MRL) for colistin have been defined in 

edible tissues originating from treated food producing animals (21), as for pigs. These thresholds en-

sure that the consumer can eat products from treated animals without risk for its health. Therefore, a 

period is necessary between the last administration and the production of foodstuffs from such ani-

mals in order to get colistin concentrations below the MRL. This time is regulatory defined as the with-

drawal period (WP). Linear regression based-methods are traditionally used to estimate the WP (22). 

However, the development of population PBPK modelling for this purpose in on going, due to their 

ability to predict tissue concentrations (23).  

 

The aim of this study was first the development of a population PBPK model in pigs for colistin 

and its prodrug, CMS, using a NMLE approach with a focus on the renal disposition of both compounds. 

As an application of this PBPK model, its predictive ability to describe plasma and tissue concentrations 

was then used for estimating withdrawal periods of colistin in pigs, highlighting one of the advantages 

of this modelling approach.  

 

MATERIALS AND METHODS 

Chemicals  

 

CMS (Colymicine 1 MIU; Sanofi Aventis, Paris, France) was used for all experiments. It was freshly re-

constituted in 0.9% NaCl prior to each administration. To avoid any spontaneous hydrolysis of CMS 

into colistin, reconstituted CMS solutions were kept at +4°C and administered within the first hour 

after reconstitution. 
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Animals 

 

Forty-six (46) crossbred female swine (Duroc × Landrace × Large white) were purchased from INRA (Le 

Rheu, France) with no history of polymyxin treatments. The animals were housed in collective pens 

and acclimatized for one week under standard farming conditions before the experiments. They were 

between 12 and 14 weeks old with a body weight (BW) ranging from 45 to 55 kg at the beginning of 

the experiments. 

Then pigs were housed by groups of two for those receiving repeated intramuscular (IM) administra-

tions. For pigs carrying a venous catheter, they were kept alone in metabolism cages for a maximum 

of 4 days. 

Animal killing was performed with electronarcosis, that induces instantaneous insensibility, following 

by bleeding with aorta section. 

All experiments were conducted in accordance with the local ethical comity and were registered under 

the references 2905-2015112717486085 and 6528-201608251410563. 

 

In vivo experiments 

• Catheter implantation  

For pigs receiving at least one intravenous (IV) administration of CMS, central venous catheters were 

implanted. These animals were firstly sedated with an IM injection of ketamine at 20 mg/kg (Imalgène, 

Mérial, Lyon, France) and xylazine at 2 mg/kg (Rompun, Bayer, Loos, France). Then, they were intu-

bated and kept anesthetized by inhalation with isoflurane 2.5% (IsoFlo, Zoetis, Malakoff, France) dur-

ing all the surgical procedure. Under local anaesthesia with xylocaine (Xylovet, CEVA, Libourne, 

France), an incision was performed on the neck. After dilaceration of superficial tissues and muscles, 

two catheters were implanted in the jugular vein, one for drug administration and one for blood sam-

pling. After the surgery, pigs rested 48 h after the surgery alone in their box. Then, they were housed 

separately in metabolism cage in order to facilitate drug administration and blood/urine sampling.  

• Sampling 

Blood sampling: for pigs harbouring a venous catheter, 1.5 mL of blood was taken at each sample. 

Catheter was then flushed with heparinised saline solution. Pigs without catheter were restrained by 

an operator using a snout rope while a second one was sampling blood with a vacuum tube from the 

external jugular vein. Immediately after sampling, plasma was separated by centrifugation (3000 g) at 

4° and kept in Polypropylene tubes at -80°C until assay. 
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Urine sampling: spontaneous urination was gathered only from animals kept in metabolism cage; vol-

ume of urine was measured and then a 20 mL-sample was kept in Polypropylene tubes at -80°C until 

assay. 

 

Tissue sampling: each organ (except muscles, fat and skin) was entirely collected, weighted and its 

volume measured by water displacement. A sample was taken from the area of the left gluteal muscle 

(including skin) for skin and muscles analysis. A piece of abdominal fat was taken for the adipose anal-

ysis. Then, tissues were cut into small pieces, rinsed with saline solution, put into Polypropylene tubes 

and kept at -80°C until assay.  

 

• Experimental setup for PBPK model calibration  

Different dosing regimens (doses and route of administration) of CMS were administered for model 

calibration (a brief description is given in Table I). It is of note that some pigs were used for several 

experiments (n°1, 2 and 3, see below): in that case the potential residual concentrations from previous 

administrations were considered in the modelling analysis:  

 

Experiment N°1/Plasma and kidney PK after a single IV administration (10 pigs): a 1-h constant IV in-

fusion of CMS at 125,000 UI/kg of BW (corresponding to 3.75 mg/kg CBA or 10 mg/kg of CMS base(24)) 

was administered via the central catheter. Blood samples (n=12 per pig) and urine samples (between 

2 and 9 per pig) were taken over a 32 h-interval. Four pigs were sacrificed at 32 h and their kidneys 

were immediately removed and processed as described in sampling section. 

 

Experiment N°2/Plasma PK after a single IM administration (6 pigs): CMS solution (125,000 UI/kg of 

BW) was administered as two injections of about 10 mL into gluteal muscle of each side. Blood samples 

(n=12 per pig) were taken over a 24 h-interval. 

 

Experiment N°3/Tissue partition coefficients (6 pigs): A dosing regimen was elaborated to achieve 

steady state of CMS and colistin in order to estimate the tissue to plasma partition coefficients (Kp). 

Pigs were firstly infused during 1 h with a loading dose of CMS at 75,000 UI/kg; then a break of 1.5 h 

was done to get sufficient in vivo hydrolysis of CMS into colistin; finally, 50,000 UI/kg of CMS was ad-

ministered as a 4 h-infusion. Blood samples were taken during the 4 h-infusion to assess steady-state 

in plasma; at the end of the infusion pigs were sacrificed and their blood, lungs, brain, heart, abdominal 

fat, skin, gluteal muscle, duodenum, liver and kidneys were immediately removed and processed as 

described in sampling section. 
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Experiment N°4/Plasma and kidney PK during and after repeated IM administrations (15 pigs): re-

peated CMS administrations were performed to study colistin renal accumulation. Pigs were randomly 

divided into 5 groups of 3 individuals. They received two IM injections of CMS per day at 25,000 UI/kg 

with a day-delay of 9 h (and 15 h during night). One group received 2 administrations (1 day) and were 

slaughtered 15 h after last injection; one group received 6 administrations (3 days) and were slaugh-

tered 15 h after last injection; last 3 groups received 14 administrations (7 days) and were sequentially 

slaughtered at 15, 39 and 63 h after last injection. IM administrations were given on the neck and on 

top of gluteal muscles with a side alternation at each injection. Blood samples were taken during the 

treatment period in a sparse sampling way (between 1 and 3 per pig), each animal being sampled every 

48 h at most. At sacrifice, blood and kidneys were collected and processed as described in sampling 

section. 

 

• Experimental setup for model validation  

Experiment N°5/Tissue and plasma PK after IM injections of CMS following the recommended veteri-

nary dose (20 pigs): repeated CMS administrations were performed over 3 days with two IM injections 

per day at 25,000 UI/kg with a day-delay of 9 h (and 15 h during night). Then, pigs were sacrificed by 

group of 4 at 1 h, 3 h, 5.5 h, 7.5 h, 15 h after last administration and their blood and fat, muscles, 

kidney, liver, skin (edible tissues) were collected as described above. 

 

 

Determination of the unbound fraction (fu) of CMS in plasma 

 

The plasmatic fu of colistin in pigs (40%) was obtained from the literature (25). As no value was re-

trieved for CMS in the literature, we estimated fu_CMS by ultrafiltration. Briefly, CMS was added to 

blank plasma from pig at a theoretical concentration of 5 µg/mL and 0.5 µg/mL, then ultra-filtrated 

through a cellulose-membrane (Centrifree, Merck, Alsace, France) by centrifugation (3000 g) at 37 °C 

during 30 min. A similar experiment was performed in buffer instead of plasma in order to estimate 

the loss due to CMS hydrolysis at 37 °C in plasma (3), and the potential non-specific binding of CMS to 

the lab materiel (5). All filtrates were kept at -20°C before assay (less than 1 week). All these experi-

ments were realized in triplicates.  
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Table I: Summary of pharmacokinetic experimental studies of CMS and colistin in swine used for calibration and validation of the PBPK model 

 

Modelling pur-

pose 

N° of experi-

ment 
Route 

Dose of CMS 

(UI/kg) 

Number 

of pigs 
Number of doses 

Numbers of samples per 

pig (min-max) 

CALIBRATION 

1 IV 125,000 (1 h- infusion) 10 1 

Blood: 12 

Urine: (2-9) 

Kidneys: 1 

2 IM 125,000 6 1 Blood: 12 

3 IV 
75,000 during 1 h; 1.5 h without admin-

istration; 50,000 during 4 h 
6 1 

Blood: (1-4) 

All organs: 1 

4 IM 
50,000 (divided in two administrations  

of 2 per day) 
15 

Up to 7 

(i.e. 14 injections) 

Blood: (1-4) 

Kidneys: 1 

VALIDATION 5 IM 
50,000 (divided in two administrations  

of 2 per day) 
20 

3 

(i.e. 6 injections) 

Blood: 1 

Kidneys, fat, skin, liver, 

muscles: 1 

Notes: The abbreviations for the route: IM, intramuscular injection; IV, intravenous injection. Some pigs were used in different experiments (n°1, 2 and 3) in 

model calibration. 



Modèle PBPK chez le porc : distribution rénale et application à l’estimation des temps d’attente 
 

123 

 

 Analytical methods 

 

Plasma and urinary CMS and colistin concentrations were assayed with a validated high 

performance liquid chromatography tandem mass spectrometry (HPLC-MS/MS) method using pol-

ymyxin B as internal standard, as described elsewhere (26). With this analytical method, CMS de-

termination is achieved in an indirect way:  a separate aliquot of each sample was pre-treated with 

sulphuric acid to hydrolyse CMS to colistin and the concentration of CMS was then determined by 

difference between the concentrations measured before and after the acid hydrolysis, accounting 

for the differences in molecular weights of CMS and colistin 

 For tissues, this method was adapted. Briefly, standards and quality controls were prepared from 

blank tissues. A sample of 100 mg for each organ was taken and 980 µL of blank plasma was added 

before homogenization with T-18 Ultra-Turrax homogenizer (KA®-Werke GmbH & Co. KG, Ger-

many). Then 20 µL of a colistin solution (diluted in a 50/50 mix plasma/water) was added to obtain 

standard curves. After vortexing and centrifugation (4000 rpm for 10 min), supernatants were as-

sayed as described for plasma (26). For samples, the same procedure was realized but 20 µL of a 

50/50 mix plasma/water solution was added instead of 20 µL of colistin solution. Calibration range 

of colistin was from 0.020 µg/mL to 10 µg/mL in plasma and 0.2 to 100 µg/g In tissues; the concen-

trations of quality controls were at 0.16, 0.63 and 3.80 µg/mL in plasma and 0.5,5 and 75 µg/g in 

tissues; the limit of quantification were 0.02 µg/mL for colistin in plasma; 0.2 µg/g for colistin in all 

tissues. For CMS, the LOQ was 0.15 µg/mL in plasma and 1 µg/g in tissues,  

For the assay in kidney, the intracellular localization of colistin made imprecise the discrim-

ination between colistin and CMS concentrations (Burden, 2012). Indeed, the lysis of cells occurred 

both during the crushing phase and the acidic phase used for CMS determination. Therefore, the 

concentrations measured in kidneys corresponded to the sum of CMS and colistin, expressed as 

colistin.  

 

Development of the PBPK model 

 

• Model structure 

PBPK model was based on a previous published model (18). It is composed of 9 compartments 

corresponding to the main body organs (lungs, heart, liver, fat, skin, gastro-intestinal tract, brain, 

muscles, and kidneys), two blood compartments (arterial/venous) and one excretion compartment 
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;uƌiŶeͿ ;Fig. ϭAͿ. ReŵaiŶiŶg ďodǇ ǁas luŵped iŶto a ĐoŵpaƌtŵeŶt Ŷaŵed ͞ ƌest of ďodǇ͟. EaĐh Đoŵ-

partment was defined by a physiological volume and blood flow that were found in the literature 

and defined as fractions of total bodyweight and cardiac output, respectively (Table II) (25, 27-42). 

The cardiac output was corrected by the haematocrit to get the total plasmatic flow. Each compart-

ment except kidney was described as a well-stirred and flow-limited compartment, consistent with 

the distribution of CMS and colistin mainly into the extracellular fluid (6).  

 

Drug distribution in each compartment tissue (except kidney and bladder) was upon the de-

pendency of the Kps. CMS and colistin Kps were determined at the end of the perfusion established 

to reach the steady state for both drugs (experiment n°3) as follows (Eq. 1):  ܭ� = ஼௧�௦_ೄೄ஼௣௟௔௦_ೄೄ   (Eq. 1) 

where ܭ� is the partition coefficient of the tissue, ݏ�ݐܥ_ௌௌ is the concentration of CMS or colistin in 

the tissue at steady-state, ݏ���ܥ_ௌௌ is the plasmatic concentration of CMS or colistin at steady-

state. 

 

As CMS is spontaneously hydrolysed into colistin in vivo, a conversion of CMS into colistin 

based on a common hydrolysis constant (ܭℎ௬ௗ_஼ெௌ) was assumed to take place in all organs (18) 

(Fig. 1B) and estimated during model calibration. Thus, for each tissue an intrinsic hydrolysis clear-

ance (ܮܥℎ௬ௗ_஼ெௌ) was expressed follows (Eq. 2):  ܮܥℎ௬ௗ_஼ெௌ = ௧ܸ�௦௦௨௘ .  ℎ௬ௗ_஼ெௌ  (Eq. 2)ܭ

Where ௧ܸ�௦௦௨௘  is the tissue volume. 

 

For colistin, the elimination is mediated via mechanisms that have not been established yet. 

Similar to CMS, an elimination process was defined based on a common constant (ܭௗ௘௚_஼�௅ூ) in-

volved in all organs (Fig. 1B) and estimated during model calibration. The intrinsic degradation clear-

ance (ܮܥௗ௘௚_஼�௅ூሻ was defined as (Eq. 3) : ܮܥௗ௘௚_஼�௅ூ =  ௧ܸ�௦௦௨௘ . ௗ௘௚_஼�௅ூܭ  (Eq. 3) 

Where ௧ܸ�௦௦௨௘ is the tissue volume.  
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Figure 1: A global diagram of the physiologically based pharmacokinetic (PBPK) model of CMS and 

colistin in swine  

The whole body PBPK model is described (A), as well as the detailed mechanism in a generic tissue (except 

kidneys) (B), of the IM route (C) and of the vascular binding compartments for colistin (D).  

During model development, supplementary components were added in the final model and are represented 

in blue (see Results). 

Kidney sub-compartments and urine are detailed in Fig. 2. All estimated parameters (in italic) are detailed in 

Table III. 

Vtissue: tissue volume; Qtissue: blood flow; Kp_tissue: partition coefficient; IV: intravenous dose; IM: intra-

muscular dose. GIT : gastro-intestinal tract 

 

Kidneys were subdivided into sub-compartments (Fig. 2) due to the particular distribution/elim-

ination of polymyxin within this organ. Renal vascular, extra-vascular and tubular intracellular 

spaces as well as luminal proximal tubular compartments were defined (43). CMS is eliminated 

through glomerular filtration and urinary excretion (2). A glomerular filtration clearance was thus 

defined ሺீܮܥிோ_஼ெௌሻ, originating from kidney vascular space compartment and going into the prox-

imal tubules one (43). ீܮܥிோ_஼ெௌ was calculated as the product of the glomerular filtration rate 

(GFR) and the ݂ݑ_஼ெௌ in plasma (experimentally determined). Colistin is excreted by glomerular 

filtration thus a filtration clearance was also added ሺீܮܥிோ_஼�௅ூሻ, similarly to the CMS. However, 

colistin undergoes major tubular reabsorption. It was observed that more than 90% of excreted 

colistin was reabsorbed in rats (9). Colistin is then mainly located in proximal tubular cells as shown 

with in vitro studies with polymyxins (11-13). Therefore, a reabsorption clearance of colistin 

 was estimated in the model, originating from the tubular lumen into the intracellular (௥௘௔௕௦_஼�௅ூܮܥ)

sub-compartment. Due to the lack of data and the kidney physiology that is close between human 
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and pig (20), the flow in the proximal tubule (Qtub) was fixed to the human value, i.e. about 67% of 

GFR (44). Bladder compartment was used as a transitory compartment receiving urine from tubular 

lumen and evacuating it, with an exit flow (Quri) determined in pigs kept in metabolism cage. This 

compartment was not considered as a vascularized tissue (no distribution). 

 

 

Figure 2: Schematic representation of the final renal sub-compartments in the PBPK model of 

CMS and colistin in swine. 

All estimated parameters (in italic) are detailed in Table III.  

During model development, supplementary components were added in the final model and are represented 

in blue (see Results). QKID: renal blood flow;  Q୙RI: urinary flow;  Q୘୙B: tubular flow; ீܮܥிோ_஼ெௌ/ீܮܥிோ_஼�௅ூ: filtration clearance 

of CMS and colistin 

 

For IM administrations, a compartment of depot was added (45). Two absorption rate constants 

originating from this depot compartment to the venous one were estimated, one for CMS (ܭூெ_஼ெௌ) 

and one for colistin (ܭூெ_஼�௅ூ). Intrinsic hydrolysis of CMS and elimination of colistin were supposed 

to occur in this compartment such as in all other compartments (Fig. 1C).  

The differential equations describing all the mass transfer in the PBPK model are presented in the 

supplementary files. 
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• Model calibration and modelling method 

 

A NLME modelling approach was used for the estimation of unknown parameters, inter-indi-

vidual variabilities (IIV) and residual variabilities (RV) (19). Model structure was modified if needed 

and model selection was based on the physiological plausibility (as described above) and a parsi-

monious approach. A reduction in the objective function value (OFV) by more than 3.84, corre-

sponding to a 5% significance level, was considered as a significant improvement in model fit. The 

sampling importance resampling (SIR) method (46) was used to obtain the 95% confidence interval 

(IC 95%) of the parameter estimates (5 iterations with 1000, 1000, 1000, 2000, 2000 samples and 

200, 400, 500, 1000, 1000 resamples for each). 

For IIV, a log-normal distribution of parameters was assumed. IIV was firstly estimated for 

each parameter separately and kept only if a significant decrease in OFV was observed without 

adding uncertainties in the estimation of fixed effects. Then, selected IIV were added all together 

and a backward procedure was applied to obtain the final IIV model. 

For RV, additive and proportional error structure models were tested. Furthermore, for 

CMS and colistin concentrations determined in the same sample (see details of the analytical 

method), the L2 data item method was used in order to estimate potential correlation between 

their RV (47). The M3 method was used to handle data below the LOQ (BLOQ) (48).  

 

The ĐaliďƌatioŶ step ǁas peƌfoƌŵed ǁith all eǆpeƌiŵeŶtal data desĐƌiďed iŶ seĐtioŶ ͞Eǆpeƌi-

ŵeŶtal setup foƌ ŵodel ĐaliďƌatioŶ͟ aŶd suŵŵaƌized iŶ Taďle I. CoŶĐeŶtƌatioŶs ǁeƌe log-trans-

formed before modelling. For urine data, CMS and colistin could not be discriminated due to the 

spontaneous hydrolysis of CMS into colistin after excretion (2, 6). Thus, all observed concentrations 

were converted as CMS quantities (thanks to molecular ratio and measured urine volume) and 

pooled. Accordingly, urinary CMS and colistin model predictions were also pooled. Predictions in 

kidney corresponded to the amount of colistin and CMS in the different kidney sub-compartments 

(vascular, extra-vascular, intracellular and tubular lumen) divided by the sum of their respective 

volumes. Moreover, colistin and CMS concentrations in kidney were pooled for the analysis (cf. 

analytical methods). 

 

Half-life of each compound given by the model was calculated as the time required for the 

median concentration to decrease by 50% in the target compartment. Total clearances of each 

compound were calculated as the dose of CMS, or as the total formed quantity of colistin, divided 

by the area under the curve of the plasmatic CMS, or colistin concentration, respectively. The renal 

clearances (ܮܥோሻ in this study accounted for the removal of compounds by all the routes of the 
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kidney, i.e. secretion/excretion processes and hydrolysis of CMS or degradation of colistin. Thus, 

they were defined as the product of renal extraction ratio by the renal flow (ܳ௞�ௗ):  ܮܥோ =  ሺ஼�ೝ೟− ஼ೖ�೏_ೇಲሻ ஼�ೝ೟ . ܳ௞�ௗ  (Eq. 4) 

With  ܥ௔௥௧: arterial concentration of CMS or colistin;  ܥ௞�ௗ_௏஺: concentrations of CMS or col-

istin in renal vascular compartment  

 

• Model evaluation  

The performances of the PBPK model were tested in a 2-step approach. An internal validation was 

firstly done based on graphical and statistical criteria. Goodness-of-fit was assessed by plotting ob-

served (DV) versus individual prediction (IPRED) and population prediction (PRED). Then Visual Pre-

dictive Checks (VPC) were generated, stratified by experimental designs and organs, with 1000 sim-

ulated replicates from the calibration dataset (Experiments n°1 to n°4, see Table I). The 5th and 95th 

percentile of the model predictions were plotted to see if the experimental data were included 

within this interval. 

Then, an external validation was done with the independent dataset that was not used for calibra-

tion (Experiment n°5). This experiment followed the recommended veterinarian CMS doses. All pa-

rameters estimated during model calibration (fixed and random effects) were fixed. No RV was 

estimated for concentrations in tissues (except kidneys) during calibration because these tissue 

data were only used to determine the CMS and colistin Kps. Therefore, a common RV value be-

tween those estimated in plasma and kidney was chosen for the predictions of colistin concentra-

tions in all other tissues. Simulations by organ were generated and the predictive ability of the PBPK 

model was assessed by visualizing the distribution of the validation data within the 90% prediction 

intervals. Only compartments involved in withdrawal period calculations (fat, skin, muscles, liver 

and kidney) and plasma were analysed.  

 

A local sensitivity analysis was performed on the estimated structural parameters to assess the in-

fluence of these parameters (associated to potential uncertainties) on model predictions. This anal-

ysis was performed only for kidney predictions, which was the main tissue of interest. The sensitiv-

ity analysis consisted in a ± 10% perturbation of each parameter estimate, all other parameters 

estimate being unchanged. The output considered for sensitivity was the time when the median 

model prediction for concentration in kidney felt below its MRL (0.20 µg/g). 
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• Model application: Withdrawal period estimation 

To estimate withdrawal period, we generated a 98 % prediction interval (i.e. 99% unilateral) (49) 

from 1000 simulations of the individual predicted profiles (without RV) of virtual pigs of 50 kg re-

ceiving the dosing scheme of CMS used in veterinary medicine. Then, the same approach was done 

with a virtual pig of 100 kg (which is close to the real slaughter weight). These simulations were 

performed with all structural parameters and their IIV (if present) estimated with the final model.  

Times for which the upper prediction limit felt below the MRL for each tissue intended for human 

consumption were determined. Then, the highest time from all of them was chosen as the final 

withdrawal time.  

 

Software 

The modelling was performed using NONMEM 7.4 (ICON Development Solutions, Ellicott City, Mar-

yland, USA) with the first order conditional estimation method including eta-epsilon interaction 

(FOCE-I) and ADVAN 14. Perl speaks NONMEM (50) and Piraña (51) were used in order to facilitate 

the modelling work. All graphs were done using R software (version 3.4.1, www.R-project.org). 
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Table II: physiological and chemical-specific parameters for PBPK model 

Compartments Volume (fraction 

of BW)  

References Blood flow 

(fraction of CO)  

References 

Arterial blood 0.027 (28, 41) 1 - 

Venous blood 0.053 (28, 41) 1 - 

Lung 0.027 (35) 1 - 

Brain 0.0034 (31, 39, 41) 0.02 (39, 40) 

Heart 0.0062 (31, 41) 0.037 (29, 30) 

Muscles 0.38 (31, 40) 0.2 (34, 40, 41) 

Skin 0.077 (31, 41) 0.05 (37) 

Adipose 0.18 (31, 41) 0.17 (34, 40) 

GIT 0.062 (31, 39, 40) 0.22 (38, 39) 

Liver 

0.027 

(31, 39, 41) Hepatic artery + 

GIT blood flow: 

0.27 

(34, 38, 39) 

Kidneys 0.0048 (31, 41) 0.13 (38-40) 

Vascular 0.067 a (27, 29) - - 

Extravascular 0.12 a (30) - - 

Tubular lumen 0.2a,b (36) - - 

Intracellular 0.613 a,c  - - 

Bladder 0.01d - - - 

Rest of Body 0.14 e - 0.12 f - 

TOTAL 1 - 1 - 
  

Other parameters 

(units) 

Value  References 

Cardiac outputg (L/h/kg) 8.5 (27, 39, 40) 

Haematocrit 0.40 (42) 

GFR (L/h/kg) 0.10 (32) 

Urinary flow (L/h/kg) 0.0022 Experimental data 

Tubular flow (L/h/kg) 67% of GFR (36) 
 

Colistin partition coeffi-

cient (Kp) 

Mean value +/- 

SD (unitless) 
References 

Lung 0.73 ± 0.31 

Experimental data 

Brain 0.71 ± 0.37 

Heart 0.29 ± 0.14 

Muscles 0.10 ± 0.029 

Skin 0.43 ± 0.17 

Adipose 0.25 ± 0.11 

GIT 0.41 ± 0.17 

Liver 0.52 ± 0.26 

Kidneys NC - 

Rest of body 0.4  Fixed to the mean of others Kps 
   

Unbound fraction CMS 0.37 Experimental data 

Unbound fraction col-

istin 

0.4 (25) 

 

a defined as fraction of kidney volume; b fixed to human value; c calculated by subtracting all fractions of the 

3 other sub-compartments; d arbitrary fixed; e calculated by subtracting all fractions of the other organs; f 
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calculated by subtracting all fractions of the other organs except arteries, veins and lung; g Cardiac output 

was multiplied by (1 – haematocrit) to get the total plasmatic flow 

 NC : not concerned ; GFR : glomerular filtration rate ; GIT : gastro-intestinal tract 

RESULTS 

 

• Unbound fraction of CMS in plasma 

We experimentally determined the ݂ݑ_஼ெௌ by ultra-filtration at 37°C (Table III). About 28 % of 

CMS was lost in buffer solution due to the CMS degradation (hydrolysis) and the non-specific bind-

ing to the tube (but not to the filter). Accounting for this loss, we could estimate an average ݂ݑ_஼ெௌ of 37 ± 3 % for pigs.  

 

Table III: Results of experiments for the determination of plasmatic unbound fraction of CMS in 

pigs (n=3) 

 

Theoretical 

CMS concentra-

tion in parent 

solution 

(µg/mL) 

Media 

Measured CMS 

concentration 

in parent solu-

tion (µg/mL) 

CMS concen-

tration in ul-

tratfiltrate 

(µg/mL) 

Fraction 

of loss 

Unbound 

fraction 

5  
Phosphate 

buffer 
6.3  4,5 ± 0,5  28% NC 

5  
Pig plasma 

4.4  1,2 ± 0,12  73% 0.38 ± 0,04a 

0.5  0.49  0,12 ± 0,01  75% 0.36 ± 0,02a 

a: Calculated accounting for the loss due to the CMS degradation (hydrolysis) and the non-specific binding to 

the tube determined in phosphate buffer; NC : not concerned 

 

• Model structure and calibration 

Results obtained with the experimental data induced some modifications of the original model. 

Firstly, concerning CMS Kps, about 80% of tissue concentrations (except kidney) were under the 

LOQ (1 µg/g of tissue) at steady-state. Therefore, these Kps could not be measured experimentally 

and were estimated by the model (M3 method for data below the LOQ). However, estimation of 

one specific Kp for each organ was impossible and a Kp of CMS common for all tissues (ܭ�௠�௫_஼ெௌ) 

as well as a common RV value for CMS concentrations in tissues were estimated (except for kid-

neys). Colistin Kps were measured and the values are reported in Table II. For muscles, 3 concen-

trations over 6 were below the LOQ and were fixed at LOQ/2 for calculation.  
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Secondly, one additional compartment was added to each vascular compartment (arteries and 

veins) in order to fully describe the plasmatic colistin kinetic profile. These two compartments, re-

feƌƌed as ĐolistiŶ ͞ďiŶdiŶg ĐoŵpaƌtŵeŶts͟, ǁeƌe ǀoluŵe-less and with two different estimated 

transfer constants (ܭ஻ூ  _஼�௅ூ and ܭ஻ூ  _�  _஼�௅ூሻ (Fig. 1D).  

Thirdly, structural modifications were needed for the kidney sub-model (permeability-limited 

model). Due to the protein binding of CMS, a secretion clearance of CMS (ܮܥ௦௘ _஼ெௌ) from the 

extra-vascular compartment towards the tubular lumen through the intracellular compartment was 

added to explain the renal clearance of CMS (Fig. 2). A rate of degradation of colistin (ܭௗ௘௚_஼�௅ூሻ in 

kidneys different from that in other organs was estimated but did not improve significantly the 

fitting. Non-linear mechanisms of renal colistin elimination were also tested, without significant 

improvement of the fitting. An intracellular binding compartment (volume less) significantly im-

proǀed the fittiŶg ;deĐƌease iŶ OFV of ϮϬͿ, ǁith tǁo diffeƌeŶt estiŵated ͞iŶ aŶd out͟ tƌaŶsfeƌ ĐoŶ-

stants ሺܭ� _஼�௅ூ and  ܭ�ிி_஼�௅ூሻ. Because CMS and colistin could not be distinguished in urine, the 

fraction of colistin reabsorbed in proximal tubules could not be accurately estimated. Therefore, 

the proportion of colistin reabsorbed (driven by  ܮܥ௥௘௔௕௦_஼�௅ூሻ was estimated from data in human 

healthy volunteers (6) and fixed at 97.5%. 

 

The parameter estimates of the PBPK model after model calibration are reported in Table IV. For 

each structural parameter, CI 95 % were satisfying (the wider interval being for the colistin absorp-

tion constant from IM depot, ܭூெ_஼�௅ூሻ highlighting the good precisions of the estimates. Overall, 

uncertainty for CMS parameters was lower than for colistin ones. Proportional residual errors were 

chosen as the best error models and the highest estimated RV was for kidney data (57%). Two inter-

individual variabilities, one associated to ݎ�ܭ஼�௅ூ (26.6%) and the other to ܮܥௌா஼_஼ெௌ (43.5%), were 

estimated. 
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Table IV: CMS and colistin parameters optimised in the PBPK model 

Parameters (unit) Value 

 [CI 95%] 

IIV  

 [CI 95%] 

Meaning 

CMS ܭℎ௬ௗ_஼ெௌ (h-1) 
0.262 

[0.238-0.290] 
- 

CMS hydrolysis constant (common 

for all compartments) ܭூெ_஼ெௌ (h-1) 
1.78 

[1.39-2.35] 
- 

Absorption constant of CMS for in-

tra-muscular route ܭ�௠�௫_஼ெௌ (unitless) 
0.217 

[0.189-0.242] 
- 

Kp of CMS compartments (com-

mon for all compartments)  ܮܥ௦௘ _஼ெௌ (L.h-1) 
8.39 

[6.53-10.94] 

0.193 (43.5%) 

[0.0840-0.403] 

Tubular CMS secretion from kidney 

vascular space to tubular lumen 

Colistin ܭௗ௘௚_஼�௅ூ (h-1) 
0.389 

[0.334-0.456] 

0.0737 (26.6%) 

[0.0437-0.139] 

Colistin non-renal eliminating con-

stant (common for all compart-

ments) ܭூெ_஼�௅ூ (h-1) 
5.99 

[3.09-13.77] 
- 

Absorption constant of colistin for 

intra-muscular route ܭ஻ூ  _஼�௅ூ  (h-1) 
0.187 

[0.135-0.295] 
- 

͞BiŶdiŶg͟ ĐoŶstaŶt of ĐolistiŶ iŶ 
vascular compartments ܭ஻ூ  _�  _஼�௅ூ (h-1) 

0.104 

[0.0670-0.149] 
- 

͞UŶďiŶdiŶg͟ ĐoŶstaŶt of ĐolistiŶ iŶ 
vascular compartments  ܭ� _஼�௅ூ (h-1) 

0.0910 

[0.0524-0.157] 
- 

͞BiŶdiŶg͟ ĐoŶstaŶt of ĐolistiŶ iŶ 
kidney intracellular compartments  ܭ�ிி_஼�௅ூ (h-1) 

0.0145 

[0.0051-0.0230] 
- 

͞UŶďiŶdiŶg͟ ĐoŶstaŶt of ĐolistiŶ iŶ 
kidney intracellular compartments  ܮܥ௥௘௔௕௦_஼�௅ூ (L.h-1) 106 (fixed) - 

Reabsorption of colistin tubular lu-

men into intracellular compart-

ment 

Residual errors (proportional)  ܴ ௣ܸ௟௔௦_஼ெௌ (CV%) 
41 

[37-47] 
- 

Proportional residual error for 

plasmatic CMS concentrations  ܴ ௣ܸ௟௔௦_஼�௅ூ (CV%) 
41 

[37-45] 
- 

Proportional residual error for 

plasmatic colistin concentrations 

Common RV term of 

CMS and colistin in 

plasma (CV%) 

28 

[23-34] 
- L2 data item method  ܴ ௧ܸ�௦௦௨௘_஼ெௌ 

(CV%) 

33 

[25-44] 
- 

Proportional residual error for the 

tissue CMS concentrations  ܴ ௄ܸூ  (CV%) 
57 

[44-76] 
- 

Proportional residual error for kid-

ney total concentrations  ܴ  ܸோூ ா  (CV%) 
51 

[41-63] 
- 

Proportional residual error for uri-

nary total concentrations 

IIV: inter-individual variability; CI: confidence interval; CV: coefficient of variation 
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• Model evaluation 

Model diagnostics showed acceptable goodness-of-fit plot for the final model (supplementary ma-

terial, Fig. S1). 

The VPCs generated for the internal validation showed very good agreement between model pre-

dictions and CMS and colistin concentrations measured in plasma, either after one IV of CMS (ex-

periment n°1, Fig. 3A), one IM of CMS (experiment n°2, Fig. 3B) or after the dosing regimen imple-

mented to achieve steady-state (experiment n°3, Fig. 4A). Model prediction of plasmatic concen-

trations was very good after repeated IM administrations (experiment n°4, Fig 4B), even if the me-

dian predictions were slightly below the measured peak of plasmatic concentrations for both com-

pounds. However, distribution and elimination phases were well characterized. Overall, data BLOQ 

were well predicted by the model as shown on Fig 3A and 3B. For the repeated IM injections, col-

lected data were sparse so the fractions of data BLOQ were not presented due to graphical reasons. 

However, the only discrepancy was at 9 h just before the second IM injection because all observed 

colistin data were BLOQ in contrast to the model prediction (Fig 4B).  
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Figure 3: Plasmatic data from experiments n°1 and n°2 used for model calibration.  

Visual Predictive Checks (VPC) of the PBPK model for CMS and colistin plasmatic concentrations after one IV 

(A), one IM (B) of CMS. 

Closed circles represent the observed plasma concentrations; the grey areas represent the 90% prediction 

interval of the model, whereas the black solid line represents the median; the horizontal dashed black lines 

represent the LOQs. In the smaller panels, blue areas represent the simulation-based 95% confidence inter-

vals for the fraction of model simulated samples below the limit of quantification (BLOQ) at each time point, 

whereas the blue solid line represents the actual observed fraction of BLOQ samples.  
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Figure 4: Plasmatic data from experiments n°3 and n°4 used for model calibration.  

Visual Predictive Checks (VPC) of the PBPK model for CMS and colistin plasmatic concentrations after a dosing 

scheme to achieve steady-state (A) and repeated IM administrations (B) of CMS. 

Closed circles represent the observed plasma concentrations; the grey areas represent the 90% prediction 

interval of the model, whereas the black solid line represents the median; the horizontal dashed black lines 

represent the LOQs.  

No data below LOQ were observed in A. For B, fractions of BLOQ are not represented due to the sparse 

sampling but they are discussed in the text. 

 

 

Concerning kidney sub-model, cumulative urinary data after one IV administration of CMS were 

well predicted by the model (Fig. 5). For renal concentrations, the average model well captured the 

overall observed data, noticeably the renal accumulation (Fig. 6C), but there was a high variability 

between the different experiments, with some under-predictions (Fig. 6B) or over-predictions (Fig. 
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6A and late points of Fig. 6C). This variability is taken into account by the model thanks to the high 

estimated IIV and the large 90% CI.  

 

 

Figure 5: Cumulative urinary data used for model calibration. 

VPC of the PBPK model for total urinary quantities concentrations after one IV of CMS. 

Closed circles represent the observed plasma concentrations; the grey area represents the 90% prediction 

interval of the model, whereas the black solid line represents the median. 
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Figure 6: Renal data used for model calibration. 

VPC of the PBPK model for total renal concentrations after one IV (A), the dosing scheme of infusions for 

steady-state (those pigs received one IV and one IM, 48h and 24h before t=0h, respectively) (B) and repeated 

IM administrations (C) of CMS.  

Closed circles represent the observed plasma concentrations; the grey areas represent the 90% prediction 

interval of the model, whereas the black solid line represents the median. No data were below the LOQ (0.15 

µg/g). 
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To assess the PBPK model predictive ability, an external validation was performed with an inde-

pendent dataset that was not used during model calibration. Plasmatic concentrations of both com-

pounds were well predicted by the model (Fig. 7). For kidney, the elimination phase was in good 

match with observed data (Fig. 8) but the average model under-predicted the maximal concentra-

tions in this organ. For other tissue concentrations, most of the observed data were below the LOQ 

for CMS and colistin (Supplementary files, Fig. S2 and S3). This was well predicted by the model 

except for CMS in muscles and colistin in skin. Overall, these results gave good confidence in the 

PBPK model predictive ability. 

 

 

Figure 7: Plasmatic data used for model validation. 

VPC of the PBPK model for CMS (A) and colistin (B) plasmatic concentrations after 3 days of IM administrations 

of CMS. Observed data come from an independent experiment that was not used for model calibration (ex-

periment n°4). 

Closed circles represent the observed plasma concentrations; the grey areas represent the 90% prediction 

interval of the model, whereas the black solid line represents the median; the horizontal dashed black lines 

represent the LOQs. In the smaller panels, blue areas represent the simulation-based 95% confidence inter-

vals for the fraction of model simulated samples below the limit of quantification (BLOQ) at each time point, 

whereas the blue solid line represents the actual observed fraction of BLOQ samples. 
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Figure 8: Renal data used for model validation 

VPC of the PBPK model for total renal concentrations after 3 days of IM administrations of CMS. Observed 

data come from an independent experiment that was not used for model calibration (experiment n°4). 

Closed circles represent the observed plasma concentrations; highlighted with grey are the areas between 

the 5th and 95th percentiles of model simulations, whereas the black solid line represents the median; No 

data were below the LOQ (0.15 µg/g). 

 

 

• CMS and colistin pharmacokinetics in plasma and tissue 

 

After IV and IM injection of CMS, CMS plasmatic concentrations declined quickly and were under 

the LOQ 8 h post-administration (Fig 3A and 3B). By contrast, colistin had a slower elimination and 

plasmatic concentrations were still quantifiable more than 24 h after CMS administration. The es-

timated half-life (t1/2) of CMS was 1.2 h. For colistin, an initial half-life of distribution of 1.8 h was 

observed up to 10 h, followed by a terminal one of 10.5 h. This terminal t1/2 for colistin was de-

scribed in the model thanks to the additional vascular binding sites. The maximal concentrations of 

colistin were predicted to occur 1 h after the end of the IV infusion, or 2 h after IM injection. As 

shown by the median prediction in figure 4A, the plasmatic steady-state of CMS and colistin was 

achieved at the end of experiment n°3 for Kp determination. Concerning drug elimination, total 

CMS clearance was estimated to 11.6 L/h for a virtual pig of 50 kg, whose 7.9 L/h is renal clearance, 

which included the glomerular filtration, the tubular secretion and the CMS hydrolysis within kid-

neys. For colistin, the total clearance was found at 7.4 L/h whereas renal clearance was estimated 

at 1.5 L/h.  
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For tissues other than kidneys, all colistin Kp values were less than one (Table II) as well as the 

common estimated Kp for CMS (Table IV). In kidneys, the CMS concentrations are predicted to de-

crease quickly after an administration of CMS (Supplementary material, Fig. S4). Therefore, we can 

consider that there was only colistin for the late points after administration. Residual renal concen-

trations were still high 31 h after the single IV injection (7.0 ± 3.4 µg/g, Fig. 6A) and 63 h after the 

last IM injection (5.6 ± 1.9 µg/g, Fig. 6C), the terminal t1/2 of colistin was estimated to be about 38 

h. After the repeated IM injections over 7 days (experiment n°4, Fig. 6C), high renal concentrations 

at 24.6 ± 5.9 µg/g were observed. A renal accumulation was observed with concentrations at 7.0 ± 

1.3 µg/g and at 14.7 ± 9.9 µg/g after one day (2 IM) and three days (6 IM) of treatment, respectively. 

The model predicts that steady-state in kidney should be almost reached after 5 days of treatment.  

The relative disposition of CMS and colistin within the kidneys as predicted by the PBPK model is 

represented on Figure 9. Typically, 68% of the initial dose is predicted to be excreted in urine as a 

mix of CMS and colistin, with 56% due to the net tubular secretion of CMS and only 12% due to the 

glomerular filtration of CMS. In urine, CMS accounted for more than 99% of the total quantities. 

Among the fraction of the CMS dose converted into colistin (32%), only 2% were converted into the 

kidney. Colistin extraction ratio in kidney would be 18%, with glomerular filtration of the unbound 

fraction in plasma, almost complete reabsorption (0.2% of formed colistin excreted in urine) and 

intracellular degradation in proximal tubules. Overall, kidneys would account for 20% of total col-

istin clearance. 

For the other compartments, the evolution of the mass balance of CMS and colistin in each of them 

after one IV of CMS are represented in the supplementary materials (Fig. S5). 
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Figure 9: CMS and colistin disposition within kidneys as given by the PBPK model. 

Each percentage represents the fraction of the initial dose (100%) involved in each process. 

 fu_CMS/COLI: unbound fraction of CMS/colistin; GFR: glomerular filtration rate 

 

 

• Model application: withdrawal period estimation 

 

The withdrawal period was calculated from concentrations in kidney because it is the organ where 

colistin remained the longest above the LMR.  The simulation of the PBPK model gave a WP of 23 

days for a virtual pig of 50 kg (Fig. 10) and 25 days for a virtual pig of 100 kg (Supplementary mate-

rial, Fig. S6). The sensitivity analysis revealed 3 influential parameters on the time necessary to de-

crease below the MRL in kidney:  ܭ� _஼�௅ூ,  ܭ�ிி_஼�௅ூ and ܭௗ௘௚_஼�௅ூ. The most important was  ܭ�ிி_஼�௅ூ because a 10 % variation of its estimated value caused 8 % to 9 % of variation in the 

output (Table V).  
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Figure 10: Withdrawal period estimation in a 50-kg pig 

Model simulation in kidney after 3 consecutive day of CMS IM injections for a virtual pig of 50 kg. 

The grey area includes the 1st and 99th percentiles of model simulations, whereas the black solid line repre-

sents the median; the horizontal dashed black line represents the kidney MRL for colistin (200 µg/kg). 

WT: withdrawal time, rounded to the next whole day 

 

Table V: Results of the local sensitivity analysis 

Estimated 

parameters 

Impact of a +10% in value on  

outputa (in % of absolute variation) 

Impact of a -10% in value on  

outputa (in % of absolute variation) 

CMS ܭℎ௬ௗ_஼ெௌ 1.09 0.67 ܭூெ_஼ெௌ 0.22 0.40 ܭ�௠�௫_஼ெௌ 0.54 0.44  ܮܥ௦௘ _஼ெௌ 0.54 0.66 

Colistin ܭௗ௘௚_஼�௅ூ 4.59 5.45 ܭூெ_஼�௅ூ < 0.1  < 0.1 ܭ஻ூ  _஼�௅ூ < 0.1 < 0.1 ܭ஻ூ  _�  _஼�௅ூ < 0.1 < 0.1  ܭ� _஼�௅ூ 2.95 3.50  ܭ�ிி_஼�௅ூ 8.29 9.05  ܮܥ௥௘௔௕௦_஼�௅ூ < 0.1 < 0.1 

aThe output is the time when the median model prediction of the kidney concentration crossed the corre-

sponding MRL. In bold are the parameters that are the most influential for output. All parameters are de-

tailed in Table III. 
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DISCUSSION 

 

A whole body PBPK model was developed for colistin and the pro-drug, CMS, and was cou-

pled with a nonlinear mixed effect modelling approach. This model gave excellent predictions of 

CMS and colistin concentrations in plasma (Fig. 7) and overall good ones for tissue concentrations, 

especially in kidneys (Fig. 8). For pigs, the PK of CMS in plasma was monophasic, with a t1/2 of 1.2 h, 

whereas the PK of colistin was biphasic, with a distribution t1/2 of 1.8 h and a terminal t1/2 of 10.5 h, 

(Fig 3A and 3B).). These half-life in pigs were in good agreement with those in healthy volunteers 

(6) except that a monophasic elimination of colistin was described. However, this biphasic profile 

was also observed in sheep, another large-animal model (52). As colistin is known to non-specifi-

cally bind to biological and non-biological matrix (7, 53, 54), ǀasĐulaƌ ͞ďiŶdiŶg ĐoŵpaƌtŵeŶts͟ ǁeƌe 

implemented in the PBPK model to describe this late phase. A binding to erythrocytes or to the wall 

of vascular vessels is suggested as a physiological justification but evidences should be sought in 

experimental studies.  

Concerning the distribution, the plasmatic unbound fraction of CMS was determined for 

the first time, thanks to an ultra-filtration method and by taking care of CMS degradation and po-

tential adsorption to laboratory material. This value (37%) was close to that of colistin (40%) found 

in literature for pigs (25), highlighting a non-negligible protein binding. Colistin is known to bind to 

α-1-acid glycoprotein (at least for human) due to its cationic properties (55) but the mechanisms 

related to the protein binding of CMS has not been investigated yet. Regarding tissue distribution, 

all Kp values, experimental ones for colistin and estimated ones for CMS, were lower than 1. This 

result reflected a poor distribution into tissues that could be in accordance with an extracellular 

distribution of CMS and colistin within organs. Our values were in good agreement with the exper-

imental Kps determined in rats for colistin (18), suggesting that these values could be used for more 

extensive inter-species extrapolations of the distribution. 

Concerning the elimination, CMS total clearance was higher (0.23 L/h/kg) than the colistin 

one (0.15 L/h/kg) for a standard pig weighting 50 kg. These results compared favourably with pre-

vious results in pigs (18). By contrast, these clearances are greater than those reported in healthy 

volunteers for CMS and colistin (0.12 L/h/kg and 0.040 L/h/kg for a man weighting 73 kg, respec-

tively) (6), which is in contradiction with the classical allometry scaling laws based on weight (56). 

Therefore, extrapolation of clearances between the two species may be challenging. 
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To our knowledge, this is the first time that an accumulation of colistin in kidneys over time 

is quantified after repeated CMS administrations (50,000 UI/kg/day) over 7 days. Indeed, our col-

istin renal kinetic revealed more than a 3-fold increase in renal concentrations between the begin-

ning and the end of the daily IM CMS injections (Fig. 6C). This is relation with the long t1/2 of colistin 

estimated in this organ (~38 h). A previous study in rats already attested the high exposure of kidney 

to colistin: the ratio of the average kidney:plasma concentrations of colistin was 65.7 after 7 days 

of injections with colistin (57). However, the renal accumulation was not investigated. 

To go further into the underlying mechanism of the renal disposition of CMS and colistin, 

we divided the kidney in physiological sub-compartments (Fig. 2) (43). The unbound fraction of CMS 

in plasma estimated herein implied a tubular secretion of CMS because glomerular filtration was 

insufficient to explain the quantities measured in urine (Fig. 2). According to our model, this tubular 

secretion was the major eliminating pathway of CMS in kidney, 4 to 5-fold higher than the glomer-

ular filtration (Fig. 9). This net tubular secretion of CMS into urine was already supported by studies 

in rats (2) and suggested in humans (58), but as the unbound fraction of CMS in plasma was un-

known, it remained hypothetic. The median proportion of the initial dose of CMS excreted in urine 

was predicted to be 68 %, in accordance with the 60 to 70 % of CMS dose recovered in urine in rats 

and human (2, 6).  

Regarding colistin in kidney, the tubular reabsorption is known to be career-mediated 

thanks to PEPT2 and megalin (10, 14). In our model, the clearance of reabsorption from the tubular 

lumen ሺܮܥ௥௘௔௕௦_஼�௅ூ) was fixed to a physiological value estimated from data in man (6), due to 

identifiability problem. This reabsorption explained the colistin accumulation within tubular cells 

and the very small quantities of colistin excreted in urine. Colistin might also undergo a tubular 

secretion, as for CMS, but because of the predominant reabsorption, this was not identifiable by 

our model. 

Several hypotheses were considered in the model to describe the colistin accumulation in 

kidney and its slow elimination in this organ. For instance, we tried to estimate a different colistin 

intrinsic constant of elimination ሺܭௗ௘௚_஼�௅ூሻ in kidney, or to estimate a release of colistin from the 

kidneys towards the systemic circulation. However, these models did not improve the fitting or 

parameters were not identifiable. Moreover, the latter assumption, besides the modelling results, 

was also in contradiction with the results of previous studies showing in vivo that when the reab-

sorption of colistin or polymyxin B in renal tubules was inhibited, the renal exposures was reduced 

considerably but the kinetic profiles in plasma remained unaltered (10, 59). The fact that total clear-

ance of polymyxin remained unchanged, whether the reabsorption was inhibited or not, suggested 

that polymyxin was eliminated within the kidney, either excreted in urine or degraded, but did not 
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go baĐk ǁithiŶ the sǇsteŵiĐ ĐiƌĐulatioŶ. FiŶallǇ, the use of a ƌeŶal iŶtƌaĐellulaƌ ͞ďiŶdiŶg͟ Đoŵpaƌt-

ment, with a slow release, was the best choice for the goodness-of-fit and for physiological reasons. 

Indeed, the observed co-localisation with cell organelles (11) and the known non-specific binding 

properties of polymyxins to cellular membranes (1) could support this assumption. Sensitivity anal-

ysis suggested that these renal binding-specific parameters were the most influential in kidney ex-

posure (Table V). This kind of intracellular binding has already been found in another PBPK model 

developed and validated for doxorubicin (belonging to an antitumor antibiotic family) (30). Further-

more, due to this intracellular accumulation, about 20 % of the total formed colistin quantities were 

predicted to be degraded within the kidneys, highlighting a major role of kidneys in colistin elimi-

nation. Further in vitro studies should be performed to investigate this intracellular binding and the 

intra-renal elimination. 

 

These new renal data, CMS tubular secretion and colistin accumulation over time, may be 

useful to explore the nephrotoxicity associated to the use of CMS and colistin. Indeed, in a recent 

meta-analysis, nephrotoxicity ranged from 24% to 74% in CMS-treated patients but the majority of 

events were reversible (60). The duration therapy and the daily dose are risk factors of renal toxicity 

(1). In our study, the renal steady-state was quasi-achieved after 5 days of treatment (>120 h) and 

high renal concentrations were reached (>20 µg/g) (Fig. 6C).  However, no clinical sign of renal in-

sufficiency was observed in our animals and the creatinine concentrations in plasma stayed within 

the normal range over the whole treatment period (data not shown). Nevertheless, measurement 

of other biomarkers (like urinary creatinine or plasmatic cystatin C) might have been better to de-

tect early signs of nephrotoxicity (61), in addition to histological analysis.  According to the model-

ling results, the intra-renal conversion of CMS into colistin was very minor compared to the colistin 

that was reabsorbed and accumulated inside tubular cells. The accumulation of polymyxin inside 

proximal tubular cells is supposed to be responsible for the nephrotoxic effects involving apoptosis 

and oxidative stress (15, 16). Of note, a high amount of CMS (56% of initial dose) transited inside 

tubular cell. This is important as CMS (and its numerous partially methanesulfonated derivatives) is 

invoked as a potential contributor to the observed nephrotoxic effects (58). Nevertheless, this 

model could be refined when new data will be available 

 

As a model application, we chose to estimate the withdrawal period (WP) after IM injec-

tions of CMS in pigs following the veterinarian recommended doses. WP is defined as the time after 

last administration for which 99 % of animals have residual edible tissue concentrations below the 

MRL, in Europe. Kidney was the tissue of interest because of the accumulation and of the slow 



Modèle PBPK chez le porc : distribution rénale et application à l’estimation des temps d’attente 
 

147 

 

colistin depletion (Fig. 8), compared to all other edible tissues (Supplementary files, Fig. S2 and S3). 

Simulations from the PBPK model model gave an estimated WP of 23 days for a 50-kg pig. Since our 

last experimental concentration was measured 3 days after last administration, further experi-

mental data around the estimated WP would have been preferable to confirm it. However, we are 

confident in this result as our estimated WP was close to the official one given in the summary of 

product characteristics of the vet speciality (21 days). The renal accumulation observed in our re-

peated CMS injections experiment highlighted that an extra label use of CMS would probably need 

longer WP. No data of such use for colistin are currently recorded but the use of PBPK model in 

these extra label situations had already proved their benefit (62). Furthermore, this PBPK model 

was developed with colistin and its prodrug CMS but it could be easily adapted to pigs injected 

directly with colistin, as it can be done in veterinary medicine  (63). 

To our knowledge, this is the first study using a NLME approach for a PBPK model related 

to withdrawal period calculation. The process of PBPK models development for food safety is well 

established as explained in a recent review of veterinary pharmacology (23). This method allows to 

simulate the time course and predict the concentration of drugs in any tissue of interest. Different 

doses and route of administrations can be used to develop a PBPK model as we did, enhancing its 

strength for prediction (23). The classical statistical methodology for WP estimation uses inferences 

on a limited number of healthy animals whereas the real-life target is diseased animals. We also 

used healthy animals but the PBPK model can easily handle patho-physiological changes of param-

eters, like for a diseased animal, to see the effect on tissue drug concentrations. In addition, the 

use of NLME modelling brings many advantages. Noticeably, it gives robust estimation of popula-

tion variabilities like inter-individual variability which is discriminated from the unexplained but 

ƋuaŶtified ƌesidual ǀaƌiaďilitǇ. This is iŵpoƌtaŶt as the WP ĐalĐulatioŶ applies foƌ a gloďal ͞popula-

tioŶ of tƌeated aŶiŵals͟ aŶd ŵust iŶĐlude 99% of theŵ. This appƌoaĐh is also effiĐieŶt to haŶdle 

sparse data (like in experiment n°4) and thus could limit the number of necessary animals. Further-

more, this approach (NLME) allows a sophisticated handling of data below the limit of quantifica-

tion compared the classic one. Indeed, in the latter approach, the rule is to omit or fix the data 

BLOQ at half of the LOQ but it could bias the results (22).  

 

Lastly, it is necessary to highlight some analytical considerations. Due to the high instability 

of CMS, direct measure of its concentration is not possible (26). The indirect method used could 

not discriminate renal CMS and colistin concentrations, which were pooled. Therefore, the estima-

tions of parameters in kidney might have been biased. Moreover, CMS is actually a mixture of many 

methanesulfonated derivatives carrying various number of methanesulfonate groups (3). It is not 
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possible to determine the concentration of each component separately; therefore, all these deriv-

atives were considered as being CMS. As previously explained, colistin (which has no methanesul-

fonate group) is widely reabsorbed, whereas CMS (which have 5 methanesulfonate groups) is not. 

Therefore, some partially methanesulfonated derivatives, i.e. CMS, might also be reabsorbed. 

These compounds may have an ADME closer to colistin than to CMS. All these concerns highlight 

the need of further analytical developments allowing to discriminate CMS and colistin in kidneys 

and to quantify the various methanesulfonate derivatives. 

 

CONCLUSION 

 

To conclude, this PBPK model coupled with a NMLE approach gave new insight into the mechanistic 

pharmacokinetics of CMS and colistin, especially within kidneys. This may have implication to limit 

the colistin induced-nephrotoxicity in human medicine. We also used this model to estimate with-

drawal period in pigs treated with CMS, highlighting the utility of such approach in veterinary med-

icine. Furthermore, PBPK models are helpful to perform inter-species extrapolation (from animal 

to human), but also intra-specie extrapolation (from adult to children). Thus, this model could be a 

good basis to adapt CMS dosing-regimen in pediatric population, a sub-population which is less 

studied.  Some works about this topic are ongoing in our team.  
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SUPPLEMENTARY MATERIAL 

Figures 

 

 

Figure S1 : Goodness-of-fit plots for model validation 

Population predicted (PRED) versus observed concentrations or quantities (DV) in log-log scale (A) and lin-

ear scale (B).  

Individual predicted (PRED) versus observed concentrations or quantities (DV) in log-log scale (C) and linear 

scale (D).  
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Figure S2 : Colistin tissue data used for model validation 

VPC of the PBPK model for colistin concentrations in liver (A), muscles (B), skin (C), fat (D) after 3 days of IM 

administrations of CMS. Observed data come from an independent experiment that was not used for model 

calibration (experiment n°5). 

Closed circles represent the observed tissue concentrations; highlighted with grey are the areas between 

the 5th and 95th percentiles of model simulations, whereas the black solid line represents the median; the 

horizontal dashed black line represents the limit of quantification. In the lower panels, blue areas represent 

the simulation-based 95% confidence intervals for the fraction of data below the limit of quantification 

(BLOQ, whereas the blue solid line represents the actual observed fraction of BLOQ samples. 
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Figure S3: CMS tissue data used for model validation 

VPC of the PBPK model for CMS concentrations in liver (A), muscles (B), skin (C), fat (D) after 3 days of IM 

administrations of CMS. Observed data come from an independent experiment that was not used for model 

calibration (experiment n°5). 

Closed circles represent the observed tissue concentrations; highlighted with grey are the areas between 

the 5th and 95th percentiles of model simulations, whereas the black solid line represents the median; the 

horizontal dashed black line represents the limit of quantification. In the lower panels, blue areas represent 

the simulation-based 95% confidence intervals for the fraction of data below the limit of quantification 

(BLOQ, whereas the blue solid line represents the actual observed fraction of BLOQ samples. 
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Figure S4:  Relative contribution of CMS and colistin in total kidney concentrations. 

CMS concentrations (green), colistin concentrations (red) and total concentrations in kidney after one IV of 

CMS (10 mg/kg) for a 50-kg pig. 

 

 
Figure S5:  Evolution of the mass balance predicted by the model after one IV of CMS, as expressed 

in relative quantities for CMS (A) and colistin (B) in each compartment. 

GIT: gastro-intestinal tract 
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Figure S6: Withdrawal period estimation in a 100-kg pig 

Model simulation in kidney after 3 consecutive day of CMS IM injections for a virtual pig of 100 kg. 

The grey area includes the 1st and 99th percentiles of model simulations, whereas the black solid line repre-

sents the median; the horizontal dashed black line represents the kidney MRL (200 µg/kg). 

WT: withdrawal time, rounded to the next whole day 

 



154 

Modèle PBPK chez le porc : distribution rénale et application à l’estimation des temps d’attente 
 

 

 

Differential equations of the mass transfers in the PBPK model 

 

• Generic equations for CMS (Eq. 1) and colistin (Eq. 2) in tissue (except vascular, lung and kidney compartments) 

 ௗ஺೟�ೞೞೠ೐_಴ಾೄௗ௧ = ܳ௧�௦௦௨௘  . ሺܥ௔௥௧_஼ெௌ −  ஼೟�ೞೞೠ೐_಴ಾೄ  ௄௣೟�ೞೞೠ೐_಴ಾೄሻ − ௧�௦௦௨௘_஼ெௌܥ  . ℎ௬ௗ_஼ெௌ   (Eq. 1) ௗ஺೟�ೞೞೠ೐_಴ೀಽ�ௗ௧ܮܥ  = ܳ௧�௦௦௨௘  . ሺܥ௔௥௧_஼�௅ூ −  ஼೟�ೞೞೠ೐_಴ೀಽ�  ௄௣೟�ೞೞೠ೐_಴ೀಽ�ሻ − ௧�௦௦௨௘_஼�௅ூܥ  . ௗ௘௚_஼�௅ூܮܥ ௧�௦௦௨௘_஼ெௌܥ  + . . ℎ௬ௗ_஼ெௌܮܥ   (Eq. 2)  ܯܴܲ

 

• Equations for CMS and colistin in veins (Eq. 3-4), arteries (Eq. 5-6), vascular binding compartments (Eq. 7-8) and lungs (Eq. 9-10) 

 ௗ஺ೡ೐�೙_಴ಾೄௗ௧ = ∑ሺܳ௧�௦௦௨௘  .  ஼೟�ೞೞೠ೐_಴ಾೄ  ௄௣೟�ೞೞೠ೐_಴ಾೄሻ − ௩௘�௡_஼ெௌܥ  . ℎ௬ௗ_௩௘�௡_஼ெௌܮܥ  + ூெ_஼ெௌܭ . ூெ_ௗ௘௣௢௧_஼ெௌ   (Eq. 3) ௗ஺ೡ೐�೙_಴ೀಽ�ௗ௧ܣ = ∑ሺܳ௧�௦௦௨௘  .  ஼೟�ೞೞೠ೐_಴ೀಽ�  ௄௣೟�ೞೞೠ೐_಴ೀಽ�ሻ + ௩௘�௡_஼ெௌܥ  . ℎ௬ௗ_௩௘�௡_஼ெௌܮܥ  . ܯܴܲ − ௩௘�௡_஼�௅ூܥ  . ௗ௘௚_௩௘�௡_஼�௅ூܮܥ + ூெ_஼�௅ூܭ . ூெ_ௗ௘௣௢௧_஼�௅ூܣ ஻ூ  _஼�௅ூܭ− . ௩௘�௡_஼�௅ூܣ  + ஻ூ  _�  _஼�௅ூܭ . ௩௘�௡_஻ூ  _஼�௅ூܣ       (Eq. 4) 

 ௗ஺�ೝ೟_಴ಾೄௗ௧ = . ܱܥ ሺ  ஼೗ೠ೙೒_಴ಾೄ  ௄௣೗ೠ೙೒_಴ಾೄ − ௔௥௧_஼ெௌሻܥ − ௔௥௧_஼ெௌܥ  .  ℎ௬ௗ_௔௥௧_஼ெௌ        (Eq. 5)ܮܥ 

ௗ஺�ೝ೟_಴ೀಽ�ௗ௧ = . ܱܥ ሺ  ஼೗ೠ೙೒_಴ೀಽ�  ௄௣೗ೠ೙೒_಴ೀಽ� − ௔௥௧_஼�௅ூሻܥ − ௔௥௧_஼�௅ூܥ  . ℎ௬ௗ_௔௥௧_஼�௅ூܮܥ  + ௔௥௧_஼ெௌܥ  . ℎ௬ௗ_௔௥௧_஼ெௌܮܥ  . ܯܴܲ − ௔௥௧ܥ  . ௗ௘௚_௔௥௧_஼�௅ூܮܥ − ஻ூ  _஼�௅ூܭ . ௔௥௧_஼�௅ூܣ  ஻ூ  _�  _஼�௅ூܭ+ .  ௔௥௧_஻ூ  _஼�௅ூ      (Eq. 6)ܣ 

 ௗ஺ೡ೐�೙_ಳ�ಿವ_಴ೀಽ�ௗ௧ = ஻ூ  _஼�௅ூܭ . ௩௘�௡_஼�௅ூܣ  − ஻ூ  _�  _஼�௅ூܭ . ௩௘�௡_஻ூ  _஼�௅ூܣ            (Eq. 7) ௗ஺�ೝ೟_ಳ�ಿವ_಴ೀಽ�ௗ௧ = ஻ூ  _஼�௅ூܭ . ௔௥௧_஼�௅ூܣ  − ஻ூ  _�  _஼�௅ூܭ . ௔௥௧_஻ூ  _஼�௅ூܣ                 (Eq. 8) 
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 ௗ஺೗ೠ೙೒_಴ಾೄௗ௧ = . ܱܥ ሺ ܥ௩௘௡_஼ெௌ −  ஼೗ೠ೙೒_಴ಾೄ  ௄௣೗ೠ೙೒_಴ಾೄሻ − ௟௨௡௚_஼ெௌܥ  .  ℎ௬ௗ_௟௨௡௚_஼ெௌ       (Eq. 9)ܮܥ 

ௗ஺೗ೠ೙೒_಴ೀಽ�ௗ௧ = . ܱܥ ሺ ܥ௩௘௡_஼�௅ூ −  ஼೗ೠ೙೒_಴ೀಽ�  ௄௣೗ೠ೙೒_಴ೀಽ�ሻ − ௟௨௡௚_஼�௅ூܥ  . ௗ௘௚_௟௨௡௚_஼�௅ூܮܥ + ௟௨௡௚_஼ெௌܥ  . ℎ௬ௗ_஼ெௌܮܥ  .  (Eq. 10)  ܯܴܲ

 

• Equations for CMS and colistin in the renal sub-compartments: vascular (Eq. 11-12), extra-vascular (Eq. 13-14), intracellular (Eq. 15-16), binding (Eq. 

17), tubules (Eq. 18-19) and in bladder (Eq. 20-21) and urine (Eq. 22-23) 

 ௗ஺ೖ�೏_ೇಲ_಴ಾೄௗ௧ = ܳ௞�ௗ  .  ሺܥ௔௥௧_஼ெௌ ௞�ௗ_௏஺_஼ெௌሻܥ  − − ௞�ௗ_௏஺_஼ெௌܥ  . ℎ௬ௗ_௞�ௗ_௏஺_஼ெௌ   (Eq. 11) ௗ஺ೖ�೏_ೇಲ_಴ೀಽ�ௗ௧ܮܥ  = ܳ௞�ௗ  .  ሺܥ௔௥௧_஼�௅ூ − ௞�ௗ_௏஺_஼�௅ூሻܥ  − ௞�ௗ_௏஺__஼�௅ூܥ  . ௗ௘௚_௞�ௗ_௏஺_஼�௅ூܮܥ  + ௞�ௗ_௏஺_஼ெௌܥ  . ℎ௬ௗ_௞�ௗ_௏஺_஼ெௌܮܥ  .  (Eq. 12)  ܯܴܲ

 ௗ஺ೖ�೏_ಶೇ_಴ಾೄௗ௧ = ሺܳ௞�ௗ − . ிோ_஼ெௌሻீܮܥ ௞�ௗ_௏஺_஼ெௌܥ  − ܳ௞�ௗ . ௞�ௗ_ா௏_஼ெௌܥ  − ௞�ௗ_ா௏_஼ெௌܥ   . ሺܮܥℎ௬ௗ_௞�ௗ_ா௏_஼ெௌ + ௦௘ _஼ெௌ ሻ   (Eq. 13) ௗ஺ೖ�೏_ಶೇ_಴ೀಽ�ௗ௧ܮܥ  = ሺܳ௞�ௗ − . ிோ_஼�௅ூሻீܮܥ ௞�ௗ_௏஺_஼�௅ூܥ  − ܳ௞�ௗ . ௞�ௗ_ா௏_஼�௅ூܥ  − ௞�ௗ_ா௏_஼�௅ூܥ  . ௗ௘௚_௞�ௗ_ா௏_஼�௅ூܮܥ  + ௞�ௗ_ா௏_஼ெௌܥ  . ℎ௬ௗ_௞�ௗ_ா௏_஼ெௌܮܥ .  .Eq)   ܯܴܲ

14) 

 ௗ஺ೖ�೏_�಴_಴ಾೄௗ௧ ௞�ௗ_ா௏_஼ெௌܥ = . ௦௘ _஼ெௌܮܥ  − ௞�ௗ_ூ஼_஼ெௌܥ . ሺܮܥℎ௬ௗ_௞�ௗ_ூ஼_஼ெௌ + ௦௘ _஼ெௌሻ    (Eq. 15) ௗ஺ೖ�೏_�಴_಴ೀಽ�ௗ௧ܮܥ  = ௞�ௗ_  ஻_஼�௅ூܥ . ௥௘௔௕௦_஼�௅ூܮܥ  − ௞�ௗ_ூ஼_஼�௅ூܥ . ௗ௘௚_௞�ௗ_ூ஼_஼�௅ூܮܥ + ௞�ௗ_ூ஼_஼ெௌܥ . ℎ௬ௗ_௞�ௗ_ூ஼_஼ெௌܮܥ . ܯܴܲ − ஼�௅ூ_ �ܭ  . ௞�ௗ_ூ஼_஼�௅ூܣ ிி_஼�௅ூ�ܭ + .  ௞�ௗ_஻ூ  _஼�௅ூ (Eq. 16)ܣ

 ௗ஺ೖ�೏_ಳ�ಿವ_಴ೀಽ�ௗ௧ = ஼�௅ூ_ �ܭ  . ௞�ௗ_ூ஼_஼�௅ூܣ − ிி_஼�௅ூ�ܭ  .  ௞�ௗ_஻ூ  _஼�௅ூ  (Eq. 17)ܣ
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ௗ஺ೖ�೏_೅ೆಳ_಴ಾೄௗ௧ = . ிோ_஼ெௌீܮܥ ௞�ௗ_  ஻_஼ெௌܥ −௞�ௗ_௏஺_஼ெௌܥ  .  ሺܮܥு௒ _௞�ௗ_  ஻_஼ெௌ + ܳ௧௨௕ሻ + ௞�ௗ_ூ஼_஼ெௌܥ . ௦௘ _஼ெௌܮܥ    (Eq. 18) ௗ஺ೖ�೏_೅ೆಳ_಴ೀಽ�ௗ௧ = ிோ_஼�௅ூீܮܥ  . ௞�ௗ_  ஻_஼�௅ூܥ −௞�ௗ_௏஺_஼�௅ூܥ  .  ሺܮܥௗ௘௚_௞�ௗ_  ஻_஼�௅ூ + ௥௘௔௕௦_஼�௅ூܮܥ + ܳ௧௨௕ሻ  (Eq. 19) 

 ௗ஺ಳ೗�೏೏೐ೝ_಴ಾೄௗ௧ = ௞�ௗ_  ஻_஼ெௌܥ  . ܳ௧௨௕ − ஻௟௔ௗௗ௘௥_஼ெௌܥ . ܳ௨௥�    (Eq. 20) ௗ஺ಳ೗�೏೏೐ೝ_಴ೀಽ�ௗ௧ = ௞�ௗ_  ஻_஼�௅ூܥ  . ܳ௧௨௕ − ஻௟௔ௗௗ௘௥_஼�௅ூܥ . ܳ௨௥�   (Eq. 21) 

 ௗ஼ெௌೠೝ�೙೐ௗ௧ = ஻௟௔ௗௗ௘௥_஼ெௌܥ . ܳ௨௥�    (Eq. 22) ௗ஼�௅ூೠೝ�೙೐ௗ௧ = ஻௟௔ௗௗ௘௥_஼�௅ூܥ . ܳ௨௥�   (Eq. 23) 

 

• Equations for CMS and colistin in intra-muscular depot compartment (Eq. 24-25) 

 ௗ஼ெௌ�ಾ_೏೐೛೚೟ௗ௧ = ூெ_஼ெௌܭ − . ூெ_஼ெௌܣ  − ℎ௬ௗ_஼ெௌܭ  . ூெ_ௗ௘௣௢௧_஼ெௌ  (Eq. 24) ௗ஼�௅ூ�ಾ_೏೐೛೚೟ௗ௧ܣ = ூெ_஼�௅ூܭ − . ூெ_஼�௅ூܣ  − ௗ௘௚_஼�௅ூܭ  . ூெ_ௗ௘௣௢௧_஼�௅ூܣ ℎ௬ௗ_஼ெௌܭ + .  ூெ_ௗ௘௣௢௧_஼ெௌ  (Eq. 25)ܣ

 

With ܣ௫_஼ெௌ: CMS amount in tissue x  ܣ௫_஼�௅ூ: colistin amount in tissue x ; ܳ௫: blood or urine flow in tissue x ; ܥ௫_஼ெௌ  : CMS concentration in tissue x ; ܥ௫_஼�௅ூ: colistin concentration in tissue x ; ܮܥு௒ _௫_஼ெௌ  : intrinsic hydrolysis clearance of CMS in tissue x ; ݃݁݀ܮܥ_௫_஼�௅ூ: intrinsic eliminating clearance of 

colistin in tissue x; ܭ஻ூ  _஼�௅ூ  and ܭ஻ூ  _�  _஼�௅ூ : first-order constant transfer between vascular and binding compartments ;  ܭ� _஼�௅ூ and  ܭ�ிி_஼�௅ூ: 
first-order constant transfer between renal intracellular and binding sub-compartments; ீܮܥிோ_஼ெௌ: CMS clearance by glomerular filtration; ீܮܥிோ_஼�௅ூ: 
colistin clearance by glomerular filtration;  RPM: ratio of molecular weight of CMS and colistin ; CO : cardiac output corrected by haematocrit to get plasmatic 

flow 

Tissue abbreviations: kid: kidney; Tub: tubules; VA: vascular; EV: extra-vascular; IC: intra-cellular; bind: binding compartment 
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6.1.3. Discussion/ Perspectives 

 

 Ce modèle PBPK développé chez le porc a permis d’explorer la distribution tissulaire 

et notamment rénale du CMS et de la colistine. Parmi les résultats significatifs de cette étude, 

on observe que la sécrétion tubulaire de CMS aurait une place prépondérante dans l’élimination 

du CMS. En outre, l’accumulation de colistine dans le rein a été confirmée dans cette espèce, à 

l’instar de ce qui a déjà été retrouvé chez les rongeurs de laboratoire (Arslan et al., 2016; Suzuki 

et al., 2013) et in vitro (Azad et al., 2015b). Notre modèle assume également que la fraction de 

colistine éliminée par cet organe est importante, ce qui en fait le 1er organe éliminateur (quasi-

entièrement par dégradation intracellulaire plutôt que par filtration). Ces résultats sont d’intérêt 

en raison de leur implication dans les phénomènes de néphrotoxicité induite par la colistine. 

D’autres études sont cependant nécessaires afin d’explorer les bases mécanistiques de notre 

modèle, notamment les potentiels transporteurs rénaux impliqués dans la sécrétion tubulaire de 

CMS. 

 Dans notre étude, un nombre relativement limité de porcs a été utilisé pour développer 

ce modèle populationnel (n=45). Cependant, aucune autre donnée de cinétique après usage de 

CMS (ou de colistine) par voie systémique chez le porc n’est disponible dans la littérature ré-

cente. Deux études ont reporté des cinétiques plasmatiques et tissulaires de colistine, après in-

jection de colistine (Renard et al., 1991; Tang et al., 2009) mais les dosages ont été réalisés à 

partir d’une méthode microbiologique qui n’est pas considérée comme assez sensible, ni pré-

cise. 

 Ce modèle PBPK, couplé à une approche populationnelle en NLEM, a permis d’estimer 

les temps d’attente liés à l’usage de CMS chez le porc. Aucun modèle n’a été publié à ce jour 

en utilisant cette méthode pour estimer des temps d’attente. L’intérêt des modèles de population 

NLEM est de pouvoir estimer de façon robuste la variabilité inter-individuelle et de la discri-

miner de la variabilité résiduelle. Cette notion est importante dans l’estimation des temps d’at-

tente qui s’applique pour une « population globale d’animaux traités » et qui doit inclure 99 % 

des animaux. Un autre avantage de l’approche NLEM repose sur son efficacité à intégrer des 

données collectées lors de schémas de prélèvements limités (sparse sampling), permettant ainsi 

de réduire le nombre nécessaire d’animaux pour développer le modèle. Enfin, les modèles 

NLEM permettent de mieux prendre en compte les données sous la LOQ que les méthodes de 

régressions linéaires classiques utilisées dans l’estimation des temps d’attente. En effet, cette 

dernière approche se base sur l’éviction de ces données ou leur fixation à la moitié de la LOQ 
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mais ceci peut biaiser les résultats (EMA, 2016a). D’autres type d’approches associées au mo-

dèle PBPK peuvent être utilisées pour estimer les temps d’attente, tels que des simulations de 

Monté Carlo (Li et al., 2017; Lin et al., 2016)}.  

 L’usage d’une approche NLME avec un modèle PK compartimental classique aurait pu 

être une alternative possible qui a déjà prouvé ses avantages en médecine vétérinaire (Lin et al., 

2016). Cependant, à la différence du modèle PBPK, elle ne permet pas d’extrapoler aisément à 

d’autres espèces, ce qui était l’un de nos objectifs et sera décrit dans le chapitre suivant (cf. 6.2). 
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6.2. Modélisation PBPK– extrapolation à l’(omme et l’enfant 

(résultats préliminaires) 

 

6.2.1. Introduction 

 

 Des études PK sur un nombre important de patients ont été réalisées chez l’Homme 

depuis quelques années (Couet et al., 2011; Falagas et al., 2010; Garonzik et al., 2011; Grégoire 

et al., 2014) mais ces études ne concernent que l’adulte (sain ou gravement malade). Dans les 

populations pédiatriques, les études se sont plutôt portées sur l’efficacité et l’innocuité des trai-

tements avec du CMS (Çağan et al., β017; Falagas et al., 2009a) mais les données de cinétiques 

sont quasi-inexistantes. 

  Peu de données sont disponibles chez l’enfant et ces résultats montrent une disparité 

importante entre les études. Ainsi, Nakwan et. al ont réalisé une PK plasmatique de colistine 

sur 24h (avec plusieurs prélèvements par individus) chez un faible nombre de nourrissons gra-

vement malades (n=7) (Nakwan et al., 2016). Les auteurs ont montré qu’après la première dose 

de CMS à 150 000 UI/kg/jr (soit 5 mg CBA/kg/jr), les concentrations plasmatiques de colistine 

obtenues étaient sub-thérapeutiques (<2 mg/L) 6 h après l’injection. Récemment, une autre 

étude a publié des résultats de dosages de colistine chez des enfants de 1,5 mois à 14 ans (n=7) 

qui ont été traités avec des doses de 150 000 UI/kg/jr de CMS divisées en 2 administrations 

quotidiennes (Mesini et al., 2017). Les concentrations de colistine ont été mesurées à la fin 

d’une perfusion de CMS et juste avant une autre perfusion (concentration résiduelle) : les va-

leurs fluctuaient entre 4,3 et 15,9 µg/mL pour les premières et entre 0,4 et 3,0 µg/mL pour les 

deuxièmes. Ces fortes concentrations n’ont pas été discutées par les auteurs, mais semblent à 

risque pour le développement d’une néphrotoxicité par rapport à l’intervalle ciblé de β à 4 

µg/mL de colistine à l’équilibre (chez l’adulte) (Nation et al., 2016). Ces résultats soulignent 

ainsi la nécessité d’optimiser les doses de CMS pour soigner efficacement et avec un risque 

limité les populations pédiatriques. 

 Dans la littérature, les doses de CMS utilisées (et publiées) chez l’enfant varient selon 

les hôpitaux de 50 000 à 225 000 UI/kg/jr (1,7-7,5 mg CBA/kg/jr) et sont administrées en une 

ou plusieurs fois quotidiennement (Çağan et al., β017; Jajoo et al., 2011; Karbuz et al., 2014; 

Mesini et al., 2017; Nakwan et al., 2016; Paksu et al., 2012; Tamma et al., 2013). Actuellement, 

les recommandations pour les doses pédiatriques de CMS sont de 75 000 à 150 000 UI/kg/jour 

(soit 2,25 - 4,5 mg CBA/kg/jr) en γ injections par l’EMA (Silvestri et al., 2012) et de 83 000 à 
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166 000 UI/kg/jour (2,5 - 5 mg CBA/kg/jr) par la FDA (Food and Drug Administration) à ad-

ministrer en 2 à 4 injections (EMA, 2014; Nation et al., 2015). Cependant, il n’y a aucun réel 

consensus sur les doses optimales à utiliser. En outre, aucune recommandation posologique n’a 

été établie chez des enfants présentant une insuffisance rénale (Antachopoulos and Iosifidis, 

2017).  

L’extrapolation des posologies de l’adulte vers les populations pédiatriques n’est pas 

toujours aisée. Comme expliqué dans la partie bibliographique de cette thèse, le recours à des 

méthodes allométriques est couramment effectué pour extrapoler les paramètres PK mais n’est 

pas optimal pour prédire les profils plasmatiques. La modélisation PBPK apparait comme une 

alternative appropriée pour ce genre d’extrapolation, même à partir d’un modèle développé 

chez l’animal (Parrott et al., 2011). 

Notre modèle PBPK pour le CMS et la colistine précédemment développé (cf. 6.1) l’a été 

grâce à des porcs d’environ 50 kg (environ 14 semaines d’âge). La correspondance d’âge entre 

le porc et l’Homme n’est pas aisée mais selon une récente revue de la littérature, ces porcs 

correspondraient plutôt à des adolescents (Gasthuys et al., 2016). Cependant, si l’on considère 

que la correspondance peut s’établir sur la base de la maturation des différents systèmes fonc-

tionnels de l’organisme ces porcs peuvent être considérés comme « adultes ». Notamment pour 

le rein, qui est un organe d’importance dans la PK du CMS et de la colistine, les porcs atteignent 

globalement leur maturité rénale à partir de 8 semaines d’âge (Friis, 1980; Gasthuys et al., 

2016). Dans la suite du document, les porcs utilisés lors du développement du modèle seront 

donc considérés comme porcs adultes et dénommés comme tels. 

Grâce au modèle PBPK précédemment développé chez le porc adulte, une extrapolation 

inter-âge et inter-espèces a été réalisée afin de pouvoir prédire les concentrations plasmatiques 

de colistine dans les populations pédiatriques. Seuls les résultats préliminaires de cette approche 

seront présentés. 

 

6.2.2.  Matériels et méthodes 

 

6.2.2.1. Stratégie d’extrapolation 

 

Les étapes pour aboutir à un modèle PBPK chez l’enfant ont été les suivantes :   

1. Adaptation du modèle PBPK porc adulte pour obtenir un modèle PBPK « porcin juvé-

nile » (extrapolation inter-âge). Ce modèle a ensuite été validé en le confrontant à des 
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données expérimentales plasmatiques et tissulaires de CMS et colistine obtenues chez 

des porcelets de différents âges. Si nécessaire, une réestimation des paramètres (précé-

demment estimés chez le porc adulte) était prévue à partir de ces données, suivi d’une 

validation interne. 

2. Adaptation du modèle PBPK porc adulte pour obtenir un modèle PBPK « Homme 

adulte » (extrapolation inter-espèce). Ce modèle a ensuite été validé en le confrontant 

à des données expérimentales plasmatiques de CMS et colistine chez les volontaires 

sains  déjà publiées (Couet et al., 2011). Si nécessaire, une réestimation des paramètres 

(précédemment estimés chez le porc adulte) était prévue à partir de ces données, suivi 

d’une validation interne. 

3. Adaptation du modèle PBPK Homme adulte pour obtenir un modèle PBPK « chez 

l’enfant », en utilisant les mêmes hypothèses d’extrapolations qui ont permis l’obten-

tion du modèle PBPK « porcin juvénile » à partir du modèle PBPK porc adulte. 

 

Ces objectifs sont illustrés dans la Figure 23. 
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Figure 23 : Etapes et objectifs d’extrapolation du modèle PBPK. 
 

6.2.2.2. Données expérimentales animales et humaines 

 

La même spécialité de CMS (Colymicine 1 MIU, Sanofi Aventis, Paris, France) a été utilisée, 

que ce soit pour les données expérimentales chez les porcelets (cf. ci-dessous) ou pour les don-

nées des volontaires sains (Couet et al., 2011) 
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❖ Données expérimentales chez les porcelets 

 

Des porcelets issus du même croisement que les porcs « adultes » (Large White x Pietrain 

x Duroc) et de différents âges/poids ont été utilisés lors de ces procédures expérimentales, ré-

partis en trois groupes :  

➢ 6 porcelets de 4 semaines environ, d’un poids moyen de 7,2 ± 0,4 kg (Groupe 4 sem) 

➢ 4 porcelets de 9 semaines environ, d’un poids moyen de 17,1 ± 1,4 kg (Groupe 9 

sem) 

➢ 6 porcelets de 11 semaines environ, d’un poids moyen de γ0,1 ± 1,6 kg (Groupe 11 

sem) 

 

Afin d’injecter le CMS et de récupérer les prélèvements sanguins, deux cathéters veineux 

centraux ont été implantés chez les porcelets sous anesthésie générale (procédure chirurgicale 

détaillée dans l’article, cf. 6.1.2). Après 2 jours de repos, les animaux ont été mis en cage à 

métabolisme afin de pouvoir récolter des échantillons d’urines et de sang.  

 

Chaque porcelet de chaque groupe a reçu les schémas posologiques de CMS suivants (ré-

sumés dans le Tableau 3)  : 

A. Cinétique plasmatique après IV : Une perfusion IV sur 1h de 125 000 UI/kg de 

CMS. Des prélèvements de sang ont été réalisés sur 24h (12 prélèvements par individus). 

Les urines ont été collectées sur deux intervalles (0-8h et 8h-24h). En conséquence, sur un 

intervalle donné, les données urinaires étaient basées sur une ou plusieurs mictions. 

B. Détermination des Kp : Environ 24h après la première perfusion, les porcelets 

ont reçu une posologie de CMS particulière, dans le but d’atteindre l’état d’équilibre per-

mettant la détermination des Kp pour chaque organe. Cette posologie correspond à la pro-

cédure expérimentale n°γ de l’article, à savoir 75 000 UI/kg (bolus de charge) sur 1 h puis 

1,5 h d’attente pour laisser le CMS s’hydrolyser in vivo, et une dernière perfusion à 50 000 

UI/kg de CMS sur 4h. A la fin de la dernière perfusion, les animaux ont été sacrifiés et le 

plasma ainsi que leurs organes ont été récupérés (poumons, cerveau, foie, cœur, estomac, 

reins, échantillons de muscles, peau et graisse).  

La détermination des Kp de CMS et de colistine s’est faite par le calcul du ratio de la con-

centration plasmatique à l’équilibre sur la concentration tissulaire. 
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Toutes ces expérimentations ont été acceptées par le comité d’éthique local et sont référencées 

sous le n° de dossier 2905-2015112717486085. 

 

❖ Données expérimentales chez l’Homme adulte 

 

 Pour extrapoler le modèle du porc adulte à l’Homme, les données issues d’une précé-

dente étude chez des volontaires sains ont été utilisées (Couet et al., 2011). Brièvement, douze 

hommes sains âgés en moyenne de 29,5 ± 5,5 ans et pesant en moyenne 72,7 ± 9,1 kg ont reçu 

1 Million UI de CMS (34 mg CBA) en IV sur 1h. De multiples prises de sang (n=13) ont été 

réalisées dans les 18h suivant l’administration et les urines ont été collectées sur 5 intervalles 

sur 24h (Tableau 3). Au contraire des expérimentations chez les porcs, les urines ont été obte-

nues après miction « forcée » à des temps précis. 

 

Tableau 3 : Etudes expérimentales utilisées pour développer le modèle PBPK porcin juvénile 
et le modèle PBPK homme adulte. 
 

Sujets Voie Dose de CMS 
Nombre de sujets et 

caractéristiques 

Matrices et nombre 

d’éĐhantillons paƌ 

sujet 

Porcelets 

IV 
125 000 UI/kg  

sur une heure 

- 6 âgés de 4 sem 

 (7,2 ± 0,4 kg) 

- 4 âgés de 9 sem 

(17,1± 1,4 kg) 

- 6 âgés de 11 sem 

(30,1 ± 1,6 kg) 

Plasma : 12 

Urine : 2 

IV 

75 000 UI/kg pendant 

1h; 1,5h sans adminis-

tration; 50 000 UI/kg 

pendant 4h 

Plasma : 1 

Organes : 1 

Hommes IV 
1 Million UI sur une 

heure 

12 âgés de 29,5 ± 5,5 

ans (72,7 ± 9,1 kg) 

Plasma : 13 

Urine : 5 max 

 

 La valeur de la fraction libre de CMS (fu_CMS) étant inconnue chez l’Homme, celle-ci a 

été déterminée dans notre étude à partir de plasma humain, en suivant la même méthode d’ul-

trafiltration que dans l’article du modèle PBPK chez le porc adulte. Brièvement, du CMS a été 

ajouté à du plasma de volontaire sain adulte à des concentrations théoriques de 5 µg/mL et 0,5 

µg/mL, puis les solutions ont été ultra-filtrées à travers une membrane en cellulose (Centrifree, 

Merck, Alsace, France) par centrifugation (3000 g) à 37 °C pendant 30 min. La même démarche 
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a été réalisée avec du tampon phosphate au lieu du plasma pour tenir compte de la perte par 

hydrolyse (Li et al., 2003b) et de la potentielle liaison non-spécifique au matériel de laboratoire.  

 

6.2.2.3. Matrices biologiques et méthode analytique 

 

Les prélèvements, le stockage et le dosage (par l’HPLC/MS-MS) des échantillons de porcelets 

(sang, tissus, urines) ont été réalisés de la même façon que précédemment décrite (cf 6.1.2). Les 

LOQ étaient à 0,02 µg/mL pour la colistine plasmatique ; 0,2 µg/g pour la colistine tissulaire 

sauf pour le cœur avec une LOQ à 0,5 µg/g. Pour le CMS, en raison de sa détermination de 

façon indirecte (cf supra), une LOQ à 0,15 µg/mL pour le plasma et à 1 µg/g pour les tissus ont 

été fixées. 

De la même manière que pour le modèle PBPK porc adulte, les données expérimentales uri-

naires ont été poolées en quantités de CMS et les données expérimentales rénales ont été poolés 

en concentration de colistine. 

 

6.2.2.4. Adaptation des modèles 

 

La structure du modèle a été gardée identique pour l’extrapolation inter-âge et inter-espèce. Les 

particularités de chaque modèle PBPK adapté à partir du modèle PBPK porc adulte sont pré-

sentées dans les sections suivantes :  

 

❖ Modèle PBPK porcin « juvénile » 

 

➢ Pour les paramètres physiologiques fixés : la valeur du débit cardiaque a été adaptée 

en fonction du poids, et les débits sanguins ont été exprimés comme une fraction de ce débit 

cardiaque, avec les mêmes valeurs que pour le porc adulte. Seuls les paramètres liés au rein 

ont pu être adaptés en fonction de l’âge (le DFG et le débit sanguin rénal) (Gruskin et al., 

1970) (Eskild-Jensen et al., 2001; Friis, 1983; Lødrup et al., 2008) (Tableau 4). De façon 

similaire, les volumes des organes sont exprimés en fractions du poids corporel total qui ont 

été gardées aux mêmes valeurs que celles des porcs adultes. Un manque de données physio-

logiques dans la littérature pour les populations juvéniles porcines explique ce choix. 
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➢ Pour les paramètres déterminés expérimentalement : les Kp de colistine ont été dé-

terminés de façon expérimentale chez les différents porcelets (cf supra) pour évaluer l’impact 

de l’âge. Les fu de CMS et colistine (cette dernière étant issue de la littérature (Gasthuys et 

al., 2016; Rottbøll and Friis, 2016)) ont été supposées identiques à celles du porc adulte. 

 

➢ Pour les paramètres précédemment estimés par le modèle (PEM) :  

Il s’agit des paramètres structuraux et des effets aléatoires (IIV et RV) qui ont été estimés lors 

du développement du modèle PBPK chez le porc adulte. Ces paramètres seront regroupés sous 

la mention « PEM » dans la suite de cette étude. 

Une première approche a été réalisée en testant une relation allométrique linéaire entre les pa-

ramètres et le poids (BW). Ainsi, les paramètres de clairances de sécrétion tubulaire du CMS ሺܵܯܥ_ܿ݁ݏܮܥ) et de réabsorption de la colistine (ܮܥ௥௘௔௕௦_஼�௅ூሻ ont été adaptés comme suit :  

௣௢௥ ௘௟௘௧ܮܥ  = .௣௢௥ _௔ௗ௨௟௧௘ܮܥ ( ஻ௐ೛೚ೝ೎೐೗೐೟஻ௐ೛೚ೝ೎_�೏ೠ೗೟೐)  (Eq. 9) 

 

Pour les constantes de transfert (binding vasculaire, ܭ஻ூ  _஼�௅ூ   et ܭ஻ூ  _�  _஼�௅ூ  et binding 

intracellulaire du rein, ܭ� ಴ೀಽ� et  ܭ�ிி಴ೀಽ�), les valeurs ont été gardées à l’identique à celles 

de l’adulte tel que :  

௑೛೚ೝ೎೐೗೐೟ܭ = ௑೛೚ೝ೎_�೏ೠ೗೟೐ܮܥ . ( ஻ௐ೛೚ೝ೎೐೗೐೟஻ௐ೛೚ೝ೎_�೏ೠ೗೟೐)௑ܸ೛೚ೝ೎_�೏ೠ೗೟೐ . ( ஻ௐ೛೚ೝ೎೐೗೐೟஻ௐ೛೚ೝ೎_�೏ೠ೗೟೐) = ௑೛೚ೝ೎_�೏ೠ೗೟೐௑ܸ೛೚ೝ೎_�೏ೠ೗೟೐ܮܥ  = ௑೛೚ೝ೎_�೏ೠ೗೟೐ܭ     ሺE�. ͳͲሻ 

 

avec ܭ௑ : la constante de transfert x ; ܮܥ௑ : la clairance associée ; ௑ܸ : le volume associé 

 

 Concernant les variabilités inter-individuelles (IIV) et les erreurs résiduelles (RV), les 

valeurs estimées chez le porc adulte ont été gardées pour les porcelets. Les valeurs de l’en-

semble des paramètres PEM adaptées pour le modèle porcin juvénile sont détaillées dans le 

Tableau 5. 
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a artère hépatique + veine porte ; b en fraction du volume rénal (pas de débit) ; c calculé : 1 – somme des 3 autres sous-compartiments ; d débit adapté 
à chaque groupe d’après (Gruskin et al., 1970) epas de débit ; e fractions des débit et volumes calculés : 1 – somme des autres compartiments ; f 

 

d’après  (Eskild-Jensen et al., 2001; Friis, 1983; Lødrup et al., 2008) ; NC : non concerné 

Tableau 4 : Valeurs des paramètres physiologiques implémentés dans le modèle porcin juvénile 
 

 
Paramètres 

Groupes de porcelets 

Fraction du volume 
Fraction du débit 4 sem 9 sem 11 sem 

Volume total 
Débit cardiaque 

7,2 17 30 1 
61 145 256 1 

Artère 
    Volume (L) 
     Débit (L/h) 

0.19 
61 

0,46 
145 

0,81 
256 

0,027 
1 

Veine 
    Volume (L) 
     Débit (L/h) 

0,38 
61 

0,91 
145 

1,6 
256 

0,053 
1 

Poumon 
    Volume (L) 
     Débit (L/h) 

0,19 
61 

0,46 
145 

0,81 
256 

0,027 
1 

Cerveau 
    Volume (L) 
     Débit (L/h) 

0,020 
1,2 

0,060 
2,9 

0,10 
5,1 

0,0034 
0,020 

Cœur 
    Volume (L) 
     Débit (L/h) 

0,040 
2,3 

0,11 
5,4 

0,19 
9,5 

0,0062 
0,037 

Muscles 
    Volume (L) 
     Débit (L/h) 

0,55 
12 

6,5 
29 

11 
51 

0,38 
0,20 

Peau 
    Volume (L) 
     Débit (L/h) 

 
0,55 
3,1 

 
1,3 
7,3 

 
2,3 
13 

 
0,077 
0,050 

Paramètres 

Groupes de porcelets 
Fraction du volume 
Fraction du débit 4 sem 9 sem 11 sem 

Graisse 
    Volume (L) 
     Débit (L/h) 

1,3 
10 

3,1 
25 

5,4 
43 

0,18 
0,17 

Tube digestif 
    Volume (L) 
     Débit (L/h) 

0,45 
13 

1,1 
32 

1,9 
56 

0,062 
0,22 

Foie  
    Volume (L) 
     Débita (L/h) 

0,19 
17 

0,46 
39 

0,81 
69 

0,027 
0,27 

Rein 
    Volume (L) 
Sous-compartimentsb  

Vasculaire 
Extravasculaire 
Lumen des tubules 

  Intracellulairec 

 

     Débitd (L/h) 

 
0,020 

 
0,0014 
0,0026 
0,0043 
0,013 

 

5,5 

 
0,050 

 
0,0034 
0,0062 
0,010 
0,031 

 

17 

 
0,090 

 
0,0061 
0,011 
0,018 
0,055 

 

33 

 
0,0030 

 
0,067 
0,12 
0,2 
0,61 

 

0,09    0,12    0,13 
Vessied 0,07 0,17 0,30 0,01 

Reste du corpse 

    Volume (L) 
     Débit (L/h) 

1,0 
7,3 

2,4 
17 

4,2 
31 

0,14 
0,16   0,13    0,12 

 

DFGf (L/h) 0,94 3,2 4,2 NC 
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Tableau 5 : Valeurs des paramètres PEM adaptés au modèle PBPK porcin juvénile 
 

Groupes 
 

Paramètres 
4 sem 

(~7,2 kg) 
9 sem 

(~17,1 kg) 
11 sem 

(~30,1 kg) 

Paramètres relatifs au CMS ࡿࡹ࡯_ࢊ࢟ࢎࡷ (h-1) 0.262 ࡿࡹ࡯_࢞࢏࢓�ࡷ (sans unité) 0.217  ࡿࡹ࡯_ࢉࢋ࢙ࡸ࡯ (L/h) 1,20 2,82 5,01 

Paramètres relatifs à la colistine ࡸࡻ࡯_ࢍࢋࢊࡷ�  (h-1) 0,389 ࡸࡻ࡯_ࡰࡺ�࡮ࡷ�  (h-1)  0,187 ࡸࡻ࡯_ࢀࢁࡻ_ࡰࡺ�࡮ࡷ� (h-1) 0,104  ࡸࡻ࡯_ࡺࡻࡷ� (h-1) 0,091  ࡸࡻ࡯_ࡲࡲࡻࡷ� (h-1) 0,0145  ࡸࡻ࡯_࢙࢈ࢇࢋ࢘ࡸ࡯� (L/h) 15,2 36,0 63,6 

Erreurs résiduelles (proportionnelles)  ࡿࡹ࡯_࢙ࢇ࢒�ࢂࡾ  (CV %) 41  ࡸࡻ࡯_࢙ࢇ࢒�ࢂࡾ�  (CV %) 41 

RV commune CMS et colistine dans le 
plasma (CV %) 

ࡿࡹ࡯_࢛࢙࢙࢏࢚ࢂࡾ  28  (CV %) 33  ࡰ�ࡷࢂࡾ (CV %) 57  ࡱࡺ�ࡾࢁࢂࡾ  (CV %) 51 

 

 

❖ Modèle PBPK Homme adulte 

 

➢ Pour les paramètres physiologiques fixés : tous les paramètres physiologiques ont été 

adaptés, en utilisant les valeurs de la littérature de référence (Brown et al., 1997; Edginton et 

al., 2006; ICRP, 2002) (Tableau 6). 

 

➢ Pour les paramètres déterminés expérimentalement : les Kp de colistine du porc 

adulte ont été conservés pour l’Homme adulte et la valeur du Kp de CMS commun à tous les 
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organes a été conservée. La fraction libre plasmatique de CMS a été déterminée expérimenta-

lement  et celle de colistine issue de la littérature (34 % (Mohamed et al., 2012) 

 

➢ Pour les paramètres PEM : de la même manière que pour l’adaptation du modèle aux 

porcelets, une relation allométrique linéaire entre les paramètres et le poids a été testée (Ta-

bleau 8). Concernant les variabilités inter-individuelles (IIV) et les erreur résiduelles (RV), 

les valeurs estimées chez le porc adulte ont été gardées à l’identique. 
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Tableau 6 : Valeurs des paramètres pour le modèle PBPK Homme adulte. 

 

Paramètres 
Homme adulte 

(~73 kg) 
Enfant 5 ans 

(~19 kg) 

Compartiments 
Volume en L 

 
(fraction du poids) 

Débit sanguin en L/h 
 

(fraction du débit 
cardiaque) 

Volume en L 
 

(fraction du poids) 

Débit sanguin en L/h 
 

(fraction du débit 
cardiaque) 

Artère  1,9 
(0,026) 

366 
(1) 

0,49 
(0,026) 

204 
(1) 

Veine 3,7 
(0,050) 

366 
(1) 

0,95 
(0,05) 

204 
(1) 

Poumon 1,3 
(0,018) 

366 
(1) 

0,13 
(0,0066) 

204 
(1) 

Cerveau 0,15 
(0,0021) 

48 
(0,13) 

1,3 
(0,0070) 

54 
(0,26) 

Cœur 0,42 
(0,0057) 

16 
(0,043) 

0,085 
(0,0045) 

8,2 
(0,040) 

Muscles 32 
(0,44) 

66 
(0,18) 

5,6 
(0,29) 

13 
(0,062) 

Peau 3,8 
(0,052) 

19 
(0,053) 

0,57 
(0,0030) 

10 
(0,050) 

Graisse 15 
(0,20) 

19 
(0,053) 

5,5 
(0,28) 

10 
(0,050) 

Tube digestif 1,3 
(0,018) 

70 
(0,19) 

0,32 
(0,017) 

37 
(0,18) 

Foiea 

 
2,3 

(0,032) 
95 

(0,26) 
0,57 

(0,030) 
50 

(0,025) 
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a artère hépatique + veine porte ; b volumes en fraction du volume rénal (pas de débit) ; c fraction calculée : 1 – somme des 3 autres sous-compar-
timents ; d pas de débit ; e fractions des débit et volumes calculés : 1 – somme des autres compartiments ; NC : non concerné 
D’après (Edginton and Willmann, 2006; ICRP, 2002) 

 

Suite du tableau 

Paramètres 
Homme adulte 

(~73 kg) 
Enfant 5 ans 

(~19 kg) 

Compartiments 
Volume en L 

 
(fraction du poids) 

Débit sanguin en L/h 
 

(fraction du débit 
cardiaque) 

Volume en L 
 

(fraction du poids) 

Débit sanguin en L/h 
 

(fraction du débit 
cardiaque) 

Rein 
 
Sous-compartimentsb 
 

Vasculaire 
 
Extravasculaire 
 
Lumen des tubules 
 
Intracellulairec 
 

0,44 
(0,0060) 

 
 

0,10 
(0,23) 
0,088 
(0,20) 
0,088 
(0,20) 
0,162 
(0,37) 

81 
(0,22) 

 
 
 
 

NC 
 
 
 
 

0,11 
(0,0058) 

 
 

0,025 
(0,23) 
0,022 
(0,20) 
0,022 
(0,20) 
0,041 
(0,37) 

35 
(0,17) 

 
 
 
 

NC 
 
 
 

Vessied 0,73 
(0.01) 

NC 
0,19 

(0.01) 
NC 

Reste du corpse 10 
(0.14) 

22 
(0.062) 

3,4 
(0.17) 

24 
(0.11) 

Autres paramètres physiologiques 

DFG (L/h) 7,2 2,7 

Hématocrite 0,45 0,37 

Débit cardiaque (L/h) 366 204 



Modélisation PBPK du CMS et de la colistine par voie systémique 
 

176 

 

❖ Modèle PBPK enfant 

 

➢ Pour les paramètres physiologiques fixés : tous les paramètres physiologiques ont été 

adaptés pour un enfant typique de 5 ans, en utilisant les valeurs de la littérature de référence  

(Edginton et al., 2006; ICRP, 2002) (Tableau 6). 

 

➢ Pour les paramètres déterminés expérimentalement : pour les Kp de colistine et 

CMS, les valeurs déterminées expérimentalement chez les porcelets ont été utilisées. La frac-

tion libre plasmatique de CMS déterminée expérimentalement dans le plasma humain a été 

gardée à l’identique pour l’enfant., ainsi que celle de colistine (issue de la littérature). 

 

➢ Pour les paramètres PEM : en suivant la même méthode que pour l’adaptation du 

modèle porc adulte aux porcelets, les paramètres utilisés chez l’Homme ont été adaptés grâce 

à la même relation allométrique entre les paramètres et le poids (Tableau 6).  

 

 

6.2.2.5. Validation externe des modèles 

 

 Afin de valider l’adaptation des modèles PBPK porcin juvénile et PBPK Homme adulte, 

1000 simulations ont été réalisées en utilisant les doses et poids des sujets des données expéri-

mentales (porcelet et volontaires sains, respectivement) et l’intervalle de prédiction à 90 % a 

été comparé aux données observées. 

 Si les résultats de cette validation n’étaient pas satisfaisant, une réestimation des para-

mètres a alors été effectuée (cf. 6.2.2.6). 

 

 Pour le modèle PBPK chez l’enfant, en raison de l’absence de données de cinétique 

plasmatique chez l’enfant dans la littérature, le modèle n’a pu être validé.  Seules des prédic-

tions moyennes ont été effectuées (cf. 6.2.2.7)  
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6.2.2.6. Réestimation des paramètres et validation interne 

 

Lorsqu’une réestimation des paramètres était nécessaire, celle-ci a été effectuée à partir 

de 75 % des données expérimentales (porcelets ou volontaires sains, selon le modèle) qui 

auront été aléatoirement choisies.  

Pour le modèle PBPK Homme adulte, en l’absence de données tissulaires, notamment 

rénales, les paramètres liés au rein n’ont pas été réestimés mais l’adaptation allométrique au 

poids a été conservée pour l’adaptation du modèle. Concernant les données urinaires, comme 

la vessie a été vidée à la fin de chaque période de recueil (cf. supra), celles-ci peuvent être 

considérées comme équivalentes aux quantités intra-vésicales et c’est donc le compartiment 

vessie qui a été utilisé pour ajuster le modèle aux données urinaires. 

 

Une validation interne a été alors réalisée avec les 25% de données expérimentales res-

tantes. Cette validation interne s’est faite de la même manière que décrite ci-dessus, à savoir 

une comparaison entre les 25 % de données observées et l’intervalle de prédiction à 90% après 

1000 simulations.  

 

6.2.2.7. Prédictions chez l’enfant 

 

 Des profils typiques de cinétique plasmatique de colistine pour un enfant de 5 ans ont 

été simulés pour 4 doses de CMS différentes : 75 000 UI/kg/j (la plus faible recommandée), 

100 000 UI/kg/j, 166 000 UI/kg/j (la plus forte recommandée) et 225 000 UI/kg/jr (dose retrou-

vée dans la littérature) données en 3 administrations IV sur une heure. 

 Ensuite, la dose optimale a été sélectionnée (celle donnant une concentration moyenne 

entre 2 et 4 mg/mL de colistine (Nation et al., 2016)) et l’effet d’une modification de la fonction 

rénale (augmentation/baisse de 50% du DFG) a été simulé. 

 

6.2.2.8. Logiciels utilisés 

 

 Le logiciel NONMEM (Icon Development Solutions, Ellicott City, MD, USA) a été 

utilisé pour générer les prédictions du modèle. Lorsque une réestimation de paramètres était 

nécessaire, celle-ci a été effectuée grâce à l’algorithme FOCE-I et à la méthode M3 de Beal 

(Beal, 2001) pour les données sous la LOQ. 
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Pour générer les prédictions moyennes plasmatiques chez l’enfant, le logiciel Berkeley Ma-

donna (version 8.3.23, University of California at Berkeley, CA, USA) a été utilisé.  

Les graphes ont été réalisés sous R (version 3.4.1, www.R-project.org). 

 

6.2.3. Résultats 

 

6.2.3.1.  Modèle PBPK porcin juvénile  

 

Les Kp de colistine sont présentés sur la Figure β4 fonction du groupe d’âge concerné. 

Pour les concentrations tissulaires de colistine inférieures à la LOQ, celles-ci ont été fixées à la 

LOQ/2. Il s’agit majoritairement des tissus musculaires (cœur et muscles) qui ont été concernés. 

Aucune différence significative n’est observée entre les différents groupes d’âge (test 

d’ANOVA, α=0,05). En conséquence, les valeurs des Kp des porcs adultes (cf. article au 6.1.2) 

ont été conservées comme valeur de référence pour développer le modèle PBPK juvénile. 

Concernant la détermination des Kp CMS, à l’instar de ce qui a été trouvé chez les porcs 

adultes, une majorité de concentrations tissulaires était sous la LOQ et donc les Kp n’ont pas 

été calculés. La valeur estimée chez le porc adulte (ܭ�௠�௫_஼ெௌ) a été gardée (Tableau 5). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.r-project.org/
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Figure 24 : Coefficients de partage (Kp) pour la colistine déterminés expérimentalement chez 
les porcelets de différents âges et le porc adulte (pour comparaison). 
Il y a 6 animaux utilisés par catégories d’âge sauf pour le groupe 11 sem avec 4 animaux. Les chiffres en blanc 
renseignent le nombre de concentrations < LOQ, qui ont été fixées à une valeur égale à LOQ/2. Sem : semaines. 
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La validation externe du modèle pour chaque groupe de porcelets est présentée dans les Figure 

25, Figure 26 et Figure 27. 

 

Une excellente prédiction des concentrations plasmatiques de CMS et de colistine par 

le modèle est observée, quelque soit le groupe d’âge (Figure 25) malgré une légère sous-pré-

diction de la tendance centrale pour la colistine sur la phase tardive d’élimination (>10h). 

Concernant les concentrations rénales, une sous-estimation de la tendance centrale est 

observée pour toutes les catégories d’âge des porcelets (Figure 26). Cependant toutes les don-

nées observées sont incluses dans l’intervalle de prédiction à 90 %. Cette sous-prédiction avait 

également été retrouvée chez le porc adulte ayant été traités avec la même posologie de CMS 

(cf 6.1.2) 

Les prédictions des quantités urinaires excrétées surestiment globalement les données 

observées pour les groupes 4 et 11 semaines (surtout pour ce dernier groupe), mais sont en 

bonne adéquation pour le groupe 9 semaine (Figure 27).  

La réutilisation des valeurs d’IIV et de RV estimées chez le porc adulte semble satisfai-

sant pour décrire la variabilité existante pour les porcelets. 

 

Ainsi, cette première approche pour adapter le modèle PBPK porc adulte à la population 

juvénile porcine semble valide. Par conséquent, l’extrapolation vers cette tranche d’âge en 

adaptant les paramètres estimés de façon proportionnelle au poids apparaît comme une méthode 

pertinente. 
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Figure 25 : Prédictions vs observations des concentrations plasmatiques de CMS et colistine 
dans les différents groupes d'âge après une IV de CMS à 10 mg/kg.  
(A : groupe 4 semaines, B : groupe 9 semaines, C : groupe 11 semaines). Les cercles bleus représentent les données observées, 
l’aire en gris définit l’intervalle à 90 % de prédiction du modèle. Les lignes horizontales délimitent la LOQ. Dans les sous-
graphes, l’aire en bleu représente les prédictions de la fraction de données sous a LOQ et la ligne en bleue donnent la fraction 
réelle de données sous la LOQ.  
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Figure 26 : Prédictions vs observations des concentrations rénales de colistine dans les diffé-
rents groupes d'âge après une IV de CMS à 10 mg/kg. 
(A : groupe 4 semaines, B : groupe 9 semaines, C : groupe 11 semaines). Les cercles bleus représentent les données 
observées, l’aire en gris définit l’intervalle à 90 % de prédiction du modèle. Aucune donnée n’était sous la LOQ. 
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Figure 27 : Prédictions vs observations des quantités urinaires cumulées de CMS dans les dif-
férents groupes d'âge après une IV de CMS à 10 mg/kg. 
(A : groupe 4 semaines, B : groupe 9 semaines, C : groupe 11 semaines). Les cercles bleus représentent les données 
observées, l’aire en gris définit l’intervalle à 90 % de prédiction du modèle.  
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6.2.3.2. Modèle PBPK Homme adulte 

 

La détermination expérimentale de la fu_CMS a donné une valeur à 38 ± 3,5 % (Tableau 7), 

similaire à la valeur trouvée chez le porc adulte. 

 

Tableau 7 : Résultats de la détermination de la fraction libre de CMS dans le plasma humain 
 

Concentration 

CMS théorique 

dans la solution 

mère (µg/mL) 

Milieu 

Concentration 

CMS mesurée 

dans la solution 

mère (µg/mL) 

Concentration CMS 

dans l’ultƌafiltƌat 
(µg/mL) 

Perte 
Fraction 

libre a 

5 Tampon 

phosphate 

6.3 4,5 ± 0,5 28% NC 

5 Plasma 

humain 

4.6 1,3 ± 0,12 73% 0.38 ± 0,03 

0.5 0.55 0,15 ± 0,01 73% 0.38 ± 0,05 

NC : non concerné. a la fraction libre a été calculée en tenant compte de la perte par hydrolyse et potentielle liaison 
non-spécifique au matériel de laboratoire estimée dans le tampon phosphate. 

 

La validation externe du modèle est présentée dans la Figure 28. Concernant les concentrations 

plasmatiques, le profil du CMS est acceptable, quoique légèrement sous-prédit (la phase de 

distribution et d’élimination sont bien décrites mais avec un décalage vertical dans l’ordre de 

grandeur des concentrations) A contrario, les données de colistine sont quant à elles totalement 

sous-prédites pendant la phase de distribution et la pente d’élimination prédite est trop forte. 

Concernant les données urinaires, le modèle est en bonne adéquation avec les données obser-

vées. 
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Figure 28 : Concentrations plasmatiques (A) et quantités urinaires (B) prédites à partir du mo-
dèle PBPK Homme adulte versus données observées, avec adaptation des paramètres estimés 
au poids. 
Les cercles bleus représentent les données observées, l’aire en gris définit l’intervalle à 90 % de prédiction du 
modèle. Les lignes horizontales délimitent la LOQ. Dans les sous-graphes, l’aire en bleu représente les prédictions 
de la fraction de données sous a LOQ et la ligne en bleue donnent la fraction réelle de données sous la LOQ.  

 

 

En raison de la faible capacité de prédiction du modèle à prédire les concentrations plasmatiques 

de colistine, le modèle n’a pas été considéré validé et il a donc été décidé de réestimer les 

paramètres PEM. Les résultats de l’estimation sont détaillés dans le Tableau 8. 
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Tableau 8 : Valeurs des paramètres PEM réestimés pour le modèle PBPK Homme adulte et 
comparaison avec l’approche allométrique. 
 

Paramètres 

Approche allométrique 
proportionnelle au poids 

Réestimation 

Valeur  IIV  : CV % 
Valeur 

 (RSE %) 
IIV : CV % 

(RSE %) 

Paramètres relatifs au CMS ࡿࡹ࡯_ࢊ࢟ࢎࡷ (h-1) 0.262 - 0.414 (6,5) 14,0 (57) ࡿࡹ࡯_࢞࢏࢓�ࡷ a (sans unité) 0.217 - 0,217  -  ࡿࡹ࡯_ࢉࢋ࢙ࡸ࡯ (L/h) 11,7 43,5 2,07 (24) - 

Paramètres relatifs à la colistine ࡸࡻ࡯_ࢍࢋࢊࡷ�  (h-1) 0,389 26,6 0,154 (11) - ࡸࡻ࡯_ࡰࡺ�࡮ࡷ�  (h-1)  0,187 - 0,557 (24) - ࡸࡻ࡯_ࢀࢁࡻ_ࡰࡺ�࡮ࡷ� (h-1) 0,104 - 0,190 (33) -  ࡸࡻ࡯_ࡺࡻࡷ� a (h-1) 0,091 - 0,091 -  ࡸࡻ࡯_ࡲࡲࡻࡷ� a (h-1) 0,0145 - 0,0145 -  ࡸࡻ࡯_࢙࢈ࢇࢋ࢘ࡸ࡯� a (L/h) 148 - 148 - 

Erreurs résiduelles (proportionnelles)  ࡿࡹ࡯_࢙ࢇ࢒�ࢂࡾ  (CV %) 41 - 45 (19) -  ࡸࡻ࡯_࢙ࢇ࢒�ࢂࡾ� (CV %) 41 - 26 (17) - 

RV commune CMS et colistine 
dans le plasma (CV %) 

 - 51 - 58 (30) (% CV)  ࡱࡺ�ࡾࢁࢂࡾ  - (26) 20 - 28

 

a paramètres non réestimés en l’absence de données tissulaires ; CV : coefficient de variation ; RSE : relative stan-
dard error 
 

De façon notable, la constante d’hydrolyse du CMS (ܭℎ௬ௗ_஼ெௌ) et la constante de dégradation 

de la colistine (ܭௗ௘௚_஼�௅ூሻ ont été estimées plus forte et plus faible que chez le porc, respective-

ment. La clairance de sécrétion tubulaire du CMS (ܮܥ௦௘ _஼ெௌ ሻ apparaît également moins im-

portante dans l’élimination urinaire du CMS chez l’Homme que pour le porc. Les faibles va-

leurs de RSE (<33%) estimées attestent que la précision des estimations des paramètres struc-

turaux était satisfaisante.  
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Contrairement au modèle porcin adulte, une seule IIV a pu être estimée, concernant la constante 

d’hydrolyse du CMS (ܭℎ௬ௗ_஼ெௌ). 

 

Les résultats de la validation interne du modèle à partir de ces nouvelles valeurs de paramètres 

estimés sont présentés dans la Figure 29. Une excellente adéquation entre les données plasma-

tiques de CMS et colistine et les prédictions du modèle ont été observées. Pour les données 

urinaires, une légère sous-prédiction a été notée. Le modèle a donc été considéré comme valide. 

 

Figure 29 : Concentrations plasmatiques (A) et quantités urinaires (B) prédites à partir du mo-
dèle PBPK Homme adulte versus données observées, avec réestimation des paramètres. 
Les cercles bleus représentent les données observées, l’aire en gris définit l’intervalle à 90 % de prédiction du 
modèle. Les lignes horizontales délimitent la LOQ. Dans les sous-graphes, l’aire en bleu représente les prédictions 
de la fraction de données sous a LOQ et la ligne en bleue donnent la fraction réelle de données sous la LOQ.  
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6.2.3.3. Modèle PBPK enfant 

 

L’adaptation du modèle PBPK à l’enfant a été effectuée en utilisant les paramètres structuraux 

réestimés chez le volontaire sain et en les adaptant de façon allométrique au poids (à l’instar de 

la démarche chez le porcelet). A partir de ce modèle, les profils de concentration plasmatique 

de colistine en fonction de 4 doses différentes de CMS ont été simulés pour un enfant typique 

de 5 ans (Figure 30).  

 

 

Figure 30 : Profil typique de colistine plasmatique chez un enfant de 5 ans en fonction de la 
dose de CMS 
Les 2 lignes grises à 2 et 4 µg/mL délimitent la zone cible de concentration plasmatique de colistine. Le traitement 
consistait en l’administration répétée d’une dose de CMS en IV sur 1h toutes les 8h.  

 

L’état d’équilibre plasmatique est atteint à partir du 2e jour de traitement. La dose la plus forte 

(225 000 UI/kg) semble nécessaire pour obtenir des concentrations plasmatiques de colistine à 

l’équilibre comprises entre 2 et 4 µg/mL, avec une concentration moyenne de 3,2 µg/mL. La 

dose de 166 000 UI/kg/jr permet également d’obtenir une concentration moyenne acceptable à 

2,4 µg/mL. Les autres schémas posologiques engendrent des concentrations moyennes en co-

listine trop faibles vis-à-vis de cet objectif. 
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L’effet d’une modification de la fonction rénale a ensuite été évalué chez un enfant typique de 

5 ans et pour la dose de CMS la plus forte (Figure 31). Une baisse du DFG de 50 % donnerait 

une concentration moyenne à environ 4,8 µg/mL au lieu de 3,2 µg/mL. La hausse du DFG 

impacte moins dans notre modèle, car les concentrations plasmatiques à l’équilibre restent ma-

joritairement au-dessus de 2 mg/L (concentration moyenne à 2,3 µg/mL). 

 

 

Figure 31 : Impact d’une variation du DFG sur le profil typique de colistine plasmatique chez 
un enfant de 5 ans traité avec du CMS. 
La dose est de 225 000 UI/kg/8h de CMS. Les 2 lignes grises à 2 et 4 µg/mL délimitent la zone cible de concen-
tration plasmatique de colistine. 

 

 

6.2.4. Discussion/ Perspectives 

 

La démarche générale de cette étude a été de partir d’un modèle PBPK pour le CMS et la 

colistine initialement développé chez le porc adulte puis chez le porcelet, avant de l’adapter à 

l’Homme adulte puis à l’enfant, en suivant l’exemple de Parrot et. al. (Parrott et al., 2011). Les 

différentes étapes suivies pour l’adaptation de ces modèles sont discutées dans les paragraphes 

suivants. 
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Dans un premier temps, le modèle PBPK précédemment développé chez le porc adulte a 

été adapté aux porcelets (de γ groupes d’âge différents), grâce à l’utilisation d’une relation pro-

portionnelle au poids pour les paramètres PEM structuraux. En outre, les Kp de CMS et colis-

tine déterminés chez les porcs adultes ont été gardés pour cette adaptation car aucune différence 

significative n’a été observée entre les différents groupes d’âge (Figure 24), soulignant ainsi 

que l’influence de l’âge sur la distribution tissulaire de colistine semble limitée (sur la tranche 

d’âge testée). Les concentrations rénales mesurées chez les différents porcelets étaient simi-

laires quel que soit l’âge (Figure 26), ce qui renforce également cette observation. Globalement, 

la bonne adéquation entre les prédictions du modèle et les données expérimentales plasma-

tiques, urinaires et rénales des porcelets (Figure 25 - Figure 27) a permis de valider cette extra-

polation inter-âge pour le CMS et la colistine, et ainsi de valider le modèle PBPK porcin juvé-

nile. 

 

 Ainsi, l’adaptation des PEM selon une relation proportionnelle au poids de l’animal 

semble suffisante pour décrire de façon pertinente la PK plasmatique et rénale du CMS et de la 

colistine lors d’extrapolation inter-âge. Ceci est en accord avec les auteurs qui soulignent que 

l’usage d’une relation allométrique de type puissance (avec un exposant 0,75 le plus souvent) 

ne donne pas forcément de meilleurs prédictions que la relation linéaire au poids (Fisher and 

Shafer, 2016) et cette approche simple a été privilégiée. En outre, le recours à l’allométrie a été 

nécessaire en l’absence d’informations mécanistiques précises concernant le métabolisme et 

l’élimination du CMS et de la colistine (réactions biochimiques et transporteurs impliqués), 

comme par exemple sur la sécrétion tubulaire de CMS qui est décrite par le modèle PBPK. 

Lorsque les données seront disponibles, il sera alors possible d’extrapoler sur une base plus 

physiologique. 

 

Une des limites du modèle PBPK porcin juvénile repose sur le manque de données phy-

siologiques porcines concernant l’évolution des volumes et débits sanguins de chaque organe 

en fonction de l’âge. Les données de la littérature concernent majoritairement des porcs de 25 

à 50 kg (ou de très jeunes porcelets âgés de quelques jours) mais peu sont disponibles pour la 

tranche d’âge utilisée dans cette étude. Dans notre modèle PBPK porcin juvénile, les valeurs 

physiologiques ont donc été transposées à partir de ces données de la littérature. Ainsi, même 

si le porcelet apparait comme un modèle juvénile attrayant pour extrapoler aux populations 
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pédiatriques (Gasthuys et al., 2016), d’autres études sont nécessaires pour enrichir les données 

physiologiques et permettre d’améliorer ces modèles PBPK. 

 

 Dans un 2e temps, une extrapolation inter-espèces du modèle PBPK porc adulte vers 

l’Homme a été réalisée. L’adaptation des paramètres PEM structuraux basée sur une relation 

allométrique en fonction du poids n’a pas donné de résultats probants. Si les prédictions des 

profils PK du CMS plasmatique et urinaire ont décrit de façon acceptable les données observées 

chez les volontaires sains, il en a été tout autrement pour les concentrations de colistine plas-

matiques qui ont été largement sous-prédites (Figure 28). Le choix a dont été fait de réestimer 

l’ensemble des paramètres PEM, hormis ceux en lien avec les concentrations tissulaires en rai-

son de l’absence de données expérimentales. La réestimation des paramètres a permis d’obtenir 

un modèle décrivant correctement les concentrations plasmatiques de CMS et colistine chez 

l’Homme, et une validation du modèle a été effectuée sur une partie des données observées 

(Figure 29). Aucune modification structurale du modèle n’a été nécessaire, ce qui souligne la 

pertinence de ce modèle pour prédire les concentrations plasmatiques chez l’Homme. L’esti-

mation d’une constante d’hydrolyse du CMS (ܭℎ௬ௗ_஼ெௌሻ plus forte mais d’une constante de 

dégradation de colistine (ܭௗ௘௚_஼�௅ூ) plus faible chez l’Homme (Tableau 8) que chez le porc 

pourrait s’expliquer par l’existence de mécanismes biochimiques de distribution et d’élimina-

tion de la colistine différents entre l’Homme et le porc, malgré une physiologie proche de ces 

deux espèces (Swindle et al., 2012). A ce jour, ces mécanismes (probablement enzymatiques) 

ne sont pas connus et il est donc difficile de tenir compte de la particularité de chaque espèce. 

 

Comme chez le porc, une sécrétion tubulaire de CMS semble nécessaire pour expliquer les 

quantités de CMS urinaires retrouvées chez le volontaire sain. Cette sécrétion a été estimée à 

une valeur plus faible chez l’Homme que chez le porc adulte (2,07 L/h versus 8,35 L/h) alors 

que la fraction libre plasmatique de CMS était similaire. Là encore, des particularités d’espèces 

au niveau des transporteurs rénaux pourraient expliquer ces différences mais ceci nécessite con-

firmation, en l’absence de connaissances précises sur les mécanismes impliqués. 

 

En outre, la réestimation des paramètres a été faite uniquement avec des données plasma-

tiques et urinaires, et donc la distribution rénale de la colistine n’a pu être correctement rensei-

gnée. Ainsi, ce modèle préliminaire ne peut être utilisé que pour décrire la cinétique plasmatique 
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du CMS et de la colistine, mais ne peut présager, en l’état, du profil cinétique rénal (ni des 

autres organes) chez l’Homme.  

 

Enfin la dernière étape a consisté en l’adaptation du modèle PBPK à l’enfant. Pour cette 

extrapolation à l’enfant, la démarche suivie a été d’utiliser la même approche que l’adaptation 

du modèle PBPK porc adulte au modèle PBPK porcin juvénile, qui s’était avérée satisfaisante. 

Ainsi les paramètres PEM structuraux réestimés chez l’Homme adulte ont été adaptés propor-

tionnellement au poids. En l’absence de réelles données de validation disponibles chez l‘enfant, 

seules des prédictions ont été proposées pour un enfant de 5 ans. Ce choix a été fait car les 

données physiologiques pour cet âge sont bien renseignées (Edginton et al., 2006; ICRP, 2002) 

et aussi car il correspondrait à un âge moyen par rapport à la correspondance d’âges des porce-

lets (Gasthuys et al., 2016). Le profil typique a été simulé après différentes doses de CMS re-

trouvées dans la littérature. Il ressort de ces simulations que les doses supérieures aux recom-

mandations actuelles seraient nécessaires pour obtenir des concentrations plasmatiques théra-

peutiques. Ces résultats sont en concordance avec la publication de Nakwan et. al et les quelques 

données de concentrations plasmatiques de colistine obtenues chez des patients pédiatriques au 

laboratoire Inserm U1070 (données non publiées), qui ont montré des concentrations plasma-

tiques trop faibles avec les dosages recommandés de CMS (Nakwan et al., 2016). Cependant, 

ils sont en contradiction avec la publication de Mesini et. al dans laquelle les concentrations en 

colistine étaient élevées (entre 4 et 18,9 µg/mL en fin de perfusion) lors d’un traitement avec 

150 000 UI/kg/jr de CMS (Mesini et al., 2017). D’autres études sont nécessaires pour compléter 

ces observations. 

 

L’impact d’une altération de la fonction rénale sur les concentrations plasmatiques de co-

listine a été simulé, afin de souligner l’utilité d’un ajustement de la posologie selon la fonction 

rénale afin de rester dans des niveaux de concentrations thérapeutiques et limiter le risque 

toxique. Seul le DFG a été modifié dans notre étude mais lors d’altération de la fonction rénale, 

il est également possible que les mécanismes (inconnus) liés à la sécrétion tubulaire de CMS 

soient également impactés. Les conséquences de ces altérations physiologiques nécessiteraient 

des investigations plus poussées.  

 

Plusieurs limites concernant ces extrapolations sont à mentionner. Pour l’extrapolation in-

ter-espèces de la colistine une réestimation des paramètres obtenus chez le porc adulte a dû être 
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effectuée, et ce malgré la physiologie proche de ces deux espèces. Ceci souligne la faiblesse de 

l’approche PBPK lorsque l’ADME de la molécule est mal connue d’un point de vue mécanis-

tique (Khalil and Laer, 2011). Lorsque les voies biochimiques de dégradation, métabolisme ou 

de transport, sont mieux identifiés, l’incorporation de ces informations dans le modèle PBPK 

permet une extrapolation inter-espèces plus pertinente (Thiel et al., 2015). Ainsi, il semble né-

cessaire de réaliser des expérimentations in vitro pour identifier les mécanismes d’hydrolyse du 

CMS et de dégradation de la colistine, ainsi que le transport rénal de CMS. 

 En outre, en raison de la réestimation des paramètres seulement à partir de données plas-

matiques et urinaires chez l’Homme, le modèle ne peut être considéré comme valide pour pré-

dire les concentrations rénales chez les patients (adulte et pédiatrique). Le rein étant un organe 

d’importance vis-à-vis de la toxicité de cette molécule, il serait primordial d’avoir un modèle 

permettant ces prédictions. 

 

Enfin, le manque de données de cinétique plasmatique chez l’enfant ne permet pas d’avoir 

une vraie validation externe du modèle PBPK adapté dans cette étude. Il est donc nécessaire de 

réaliser ces études afin de pouvoir enrichir et d’évaluer la capacité prédictive du modèle. De 

plus, l’adaptation a été réalisée pour des porcelets pouvant correspondre à des enfants de plus 

de 2 ans mais il est trop délicat d’extrapoler ces résultats aux nourrissons et nouveau-nés (<1 

an), pour lesquels la maturation fonctionnelle des organes est loin d’être terminée (Friis, 1983). 

 

En conclusion, même si cette approche reste préliminaire, un modèle PBPK pour le CMS 

et la colistine a été développé chez l’enfant, grâce à une extrapolation inter-espèces et inter-âge. 

Seules des prédictions plasmatiques ont pu être réalisées mais ces simulations ont montré que 

les doses actuelles de CMS chez l’enfant sont probablement trop faibles pour obtenir des con-

centrations de colistine suffisantes. Une validation de ce modèle avec des données issues 

d’études cliniques est cependant nécessaire pour confirmer ces résultats. 
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CONCLUS)ON 

 

 La colistine s’inscrit parfaitement dans la liste des préoccupations du concept « One 

Health ». De par son statut d’antibiotique de dernier recours en médecine humaine, il est craint 

que le développement et la diffusion des résistances à son encontre (notamment les gènes mcr) 

conduisent l’Homme vers une nouvelle ère sans arsenal thérapeutique suffisant pour lutter 

contre certaines infections bactériennes. Une évaluation des différents usages de cette molécule 

en médecine humaine et vétérinaire semble donc nécessaire, afin de limiter ce risque. 

 En outre, cet antibiotique ayant été pendant longtemps abandonné en médecine hu-

maine, relativement peu d’études récentes se sont attachées à explorer la PK de la colistine et 

de sa pro-drogue. Une meilleure connaissance de sa pharmacocinétique est cependant néces-

saire en raison des problèmes de néphrotoxicité (index thérapeutique étroit) qui obligent à op-

timiser au mieux les doses utilisées, notamment dans les sous-populations particulières comme 

les enfants. 

Ces travaux de thèse ont permis d’apporter des éclaircissements importants sur ces sujets. 

 

Concernant les risques de sélection de résistance à la colistine lors d’usages par voie orale :  

 

-  En production porcine, les doses thérapeutiques utilisées en Europe semblent suffisantes 

pour empêcher la sélection intra-intestinal des E. coli résistantes étant positives à mcr-1, pro-

bablement en raison des concentrations digestives obtenues qui sont largement supérieures à la 

CMI de ces souches. Même s’il faut rester prudent et qu’on ne peut présager du comportement 

d’autres souches E. coli, ces résultats sont en accord avec la prévalence de mcr-1 qui reste 

globalement faible en production porcine en Europe (EMA, 2016d; Rhouma et al., 2016c) et ce 

malgré les fortes quantités de colistine utilisées dans cette filière de production depuis des dé-

cennies, et alors même que ce gène a été identifié chez des souches isolées au début des années 

1980 (Shen et al., 2016). 

Cependant, ces résultats ne suffisent pas à démontrer qu’il n’y a pas de sélection de mcr-1 

en dehors de ces conditions contrôlées et d’autres investigations sont nécessaires afin de mieux 

cerner ce risque. Les pistes de réflexion à poursuivre sont exposées dans les points suivants :   

 

➢ L’impact de l’usage de colistine doit être évalué dans des conditions plus proches de 

celles retrouvées sur le terrain, à savoir son administration directement dans l’eau de boisson 
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ou l’alimentation et à l’échelle d’un groupe d’animaux car ces modalités peuvent entrainer une 

variabilité inter-individuelle importante dans le niveau d’exposition du microbiote intestinal à 

l’antibiotique par rapport au gavage individuel (Soraci et al., 2014). En outre, l’usage de colis-

tine à des concentrations sub-thérapeutiques comme facteur de croissance est encore autorisé 

dans certains pays d’Asie alors que la prévalence de mcr-1 est forte dans ces régions (Liu et al., 

2015; Nguyen et al., 2016; Shen et al., 2016). L’impact de cet usage particulier sur la sélection 

de résistance (dont mcr-1) devrait être exploré pour savoir s’il à la forte prévalence retrouvée. 

En outre, nos expérimentations ont été menées avec des animaux sains et une souche non-

pathogène porteuse de mcr-1. Le même type d’étude avec des porcs malades a déjà été mené 

pour étudier l’émergence de résistance (mutation) à la colistine (Rhouma et al., 2016b). Les 

porcelets atteints d’infection digestive colibacillaire sont sujets à des modifications importantes 

de leur équilibre digestif qui pourrait avoir un impact sur les phénomènes de sélection. Ainsi, 

l’impact d’un traitement à la colistine sur la sélection d’une souche E. coli pathogène et porteuse 

de mcr-1 inoculée chez le porc semble intéressane. En effet, de telles souches pathogènes por-

teuses de mcr-1 ont déjà été identifiées au Japon dans des élevages porcins (Kusumoto et al., 

2016). 

 

➢ La capacité de diffusion des souches porteuses de mcr-1 entre animaux d’un même éle-

vage devrait également être explorée. Le même type d’expérimentation que dans notre étude 

pourrait ainsi être mené, à savoir inoculation d’une souche type ECmcr1+ sur certains porcs 

puis mise en contact de ces animaux avec d’autres animaux non porteurs. Ce type de protocole 

a déjà démontré son efficacité pour quantifier la transmission d’une souche de E. coli résistante 

à une fluoroquinolone entre porcs (Andraud et al., 2011). 

 

➢ Etudier les phénomènes de diffusion de mcr-1 vers d’autres espèces bactériennes in vivo 

dans les intestins, dont les populations microbiennes non cultivables. L’usage de techniques 

métagénomiques de type « whole génome sequencing » est une approche intéressante pour ré-

pondre à cet objectif (Looft et al., 2012). 

 

➢ Les conséquences de la présence de colistine et de bactéries résistantes dans le lisier 

sont encore mal connues. Dans l’environnement proche (lisier, déjections de chien et mouche) 

d’élevages porcins contenant des animaux positif pour mcr-1, des souches porteuses de mcr-1 

ont été détectées, soulignant que la dissémination n’est pas à négliger (Guenther et al., 2017). 
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Une autre étude a montré que dans le lisier de poulets traités à la colistine, des plasmides étaient 

retrouvés jusque 6 semaines après stockage et que ces plasmides avaient la possibilité d’être 

transférés à des souches réceptrices (Le Devendec et al., 2016).  

 

➢ Enfin, l’amélioration des facteurs permettant de baisser l’usage des antibiotiques en pro-

duction animale (les pratiques d’hygiène, l’amélioration des conditions d’hébergement) sont à 

privilégier en premier lieu (Rhouma et al., 2016c). En outre, il est nécessaire d’évaluer les 

usages de colistine dans les autres productions animales, telle que la filière aviaire, où les taux 

de prévalence de mcr-1 semblent plus forts que pour le porc (Abdul Momin et al., 2017; Perrin-

Guyomard et al., 2016). Les modalités d’usage de la colistine dans ces filières devraient être 

investiguées. 

 

- Concernant l’Homme, notre modèle expérimental chez le rat n’a pas mis en évidence de 

phénomène sélection de E. coli résistantes positives à mcr-1, après usage de colistine en SDD. 

A l’instar de ce qui a été trouvé chez le porc, les fortes concentrations digestives de colistine 

(largement supérieures à la CMI de notre souche) expliquent probablement ces résultats. Ces 

travaux préliminaires nécessitent confirmation sur un plus grand nombre d’animaux ainsi qu’en 

comparant des traitements à la colistine seule avec le traitement usuel complet de SDD (colis-

tine, amphotéricine, tobramycine). L’usage de souches avec des CMI à la colistine plus fortes 

pourrait également être testé. 

 En plus de ces expérimentations animales, le suivi clinique de la dynamique de mcr-1, 

et de toutes les souches globalement résistantes à la colistine, est indispensable dans les hôpi-

taux ayant recours à la SDD. Une détection efficace des souches col-R est un prérequis indis-

pensable à une bonne utilisation de la colistine en SDD et cette détection doit pouvoir être 

réalisée avec des méthodes rapides. Si les techniques classiques de culture bactérienne man-

quaient de sensibilité en raison des problèmes de mauvaise diffusion de la colistine dans cer-

taines géloses, des récentes avancées ont permis de développer de nouveaux milieux qui sem-

blent prometteurs pour détecter les entérobactéries col-R facilement et rapidement en routine 

(Abdul Momin et al., 2017; Nordmann et al., 2016). Dans notre étude, le milieu SuperPo-

lymyxin s’est avéré être efficace pour discriminer les E. coli col-R et son utilisation à plus 

grande échelle permettrait de confirmer son efficacité. En outre, des techniques de PCR ont 

également été développées afin de détecter la présence de mcr-1 directement à partir d’un 
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échantillon de fèces (Bontron et al., 2016; Chabou et al., 2016) et ces techniques restent réali-

sables en routine.  

Les techniques de métagénomiques pourraient là aussi être utile pour mieux caractériser 

l’impact de ces traitements à la colistine sur la sélection des gènes de résistance aux antibio-

tiques (pas seulement mcr-1) dans l’ensemble du microbiote intestinal. Seule une étude s’est 

intéressée à ce sujet dans le contexte de la SDD (Buelow et al., 2014) et une augmentation de 

la proportion de gènes de résistance a été observée suite au traitement, mais avec une forte 

variabilité inter-individuelle. La diminution croissante du coût de ces méthodes devrait inciter 

à la réalisation d’études similaires sur un plus grand nombre de patients.  

 

 

Concernant l’exploration pharmacocinétique du CMS et de la colistine après usage par 

voie systémique :  

 Un modèle PBPK pour le CMS et la colistine a été développé chez le porc grâce aux 

nombreuses données expérimentales plasmatiques, urinaires et tissulaires collectées. Ce modèle 

est inhabituel par rapport aux modèles PBPK plus classiques car les réactions de transformation 

et/ou d’élimination du CMS et de la colistine sont présentes dans tous les organes. Ce modèle 

semble donc être à ce jour le modèle le plus proche de la réalité physiologique de l’ADME de 

ces deux molécules. Les concentrations tissulaires mesurées ont démontré que la colistine s’ac-

cumule dans le rein des porcs lors d’administration répétées, ce qui peut être mis en lien avec 

les phénomènes de toxicité observés en pratique clinique chez l’Homme. En outre, ce modèle 

a permis de décrire de façon mécanistique la distribution et l’élimination de ces deux molécules, 

avec l’existence d’une sécrétion tubulaire forte de CMS (principalement responsable de l’éli-

mination urinaire de CMS) et d’une réabsorption importante de colistine dans le rein avec en-

suite une dégradation intra-rénale lente (liée à des liaisons intracellulaires). Une hypothèse de 

liaison de la colistine dans le compartiment sanguin est également avancée. 

 Le développement de ce modèle s’est heurté à plusieurs difficultés. En premier lieu, le 

fait de prendre en compte la colistine et sa pro-drogue a complexifié la structure du modèle et 

a nécessité la comparaison de nombreux modèles structuraux (plus d’une cinquantaine). 

L’usage de différents schémas posologiques de CMS (différentes doses et voies d’administra-

tion) a permis, d’une part, d’obtenir de nombreuses données expérimentales et ainsi d’enrichir 

le modèle mais, d’autre part, ces expérimentations ont révélé certaines discordances dans les 

concentrations obtenues, notamment au niveau rénal (illustré par la forte RV) et ont nécessité 
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des temps de runs importants (plusieurs jours lors de l’ajout des IIV malgré la parallélisation 

des cores des ordinateurs). En outre, l’obtention du modèle final a également été compliquée 

par le fait que l’état d’équilibre après les perfusions IV n’ait pas été atteint pour le rein, ce qui 

a rendu plus difficile l’ajustement du modèle aux données plasmatiques et rénales en même 

temps. Malgré ces limites, la méthodologie utilisée nous donne confiance dans la pertinence de 

ce modèle PBPK pour le CMS et la colistine chez le porc. 

  

Plusieurs applications de ce modèle PBPK ont par la suite été explorées :  

  - L’estimation des temps d’attente pour des porcs traités avec du CMS par voie systé-

mique a souligné l’intérêt des modèles PBPK en médecine vétérinaire, pour un objectif de sé-

curité alimentaire, comme le soulignent de plus en plus d’auteurs (Leavens et al., 2012; Lin et 

al., 2016; Yang et al., 2011). Cependant, il semble nécessaire de mener des expérimentations 

animales supplémentaires afin de confronter le temps d’attente prédit avec des données tissu-

laires rénales observées à ces temps-ci. En outre, l’approche de population (NLME) couplée au 

modèle PBPK utilisée dans cette étude est innovante car elle permet une estimation robuste des 

effets aléatoires (IIV et RV), ce qui est peu souvent réalisé dans un objectif de prédictions des 

temps d’attente. Les perspectives d’amélioration du modèle reposent sur le couplage avec 

d’autres approches de modélisation qui permettraient d’améliorer la valeur prédictive du mo-

dèle, comme par exemple la pris en compte de la variabilité des paramètres physiologiques 

inhérente à une population d’animaux (Li et al., 2017).  

 

 - Une approche d’extrapolation inter-âges et inter-espèces a été réalisée afin d’adapter 

le modèle PBPK aux populations humaines adultes et pédiatriques. Chez le porc et le porcelet, 

cette analyse a montré que l’influence de l’âge sur la PK de la colistine et du CMS est limitée 

sur la tranche d’âge des porcelets utilisés. Pour l’extrapolation inter-âges, une adaptation des 

paramètres estimés chez l’adulte proportionnellement au poids a suffi pour prédire la cinétique 

plasmatique et rénale chez l’individu juvénile. A contrario, pour l’extrapolation inter-espèces, 

une réestimation des paramètres précédemment estimés chez le porc a été nécessaire afin de 

décrire correctement les cinétiques plasmatiques et urinaires de CMS et de colistine chez le 

volontaire sain. Ceci souligne la limite dans l’extrapolation inter-espèces de ce modèle en lien 

avec le manque de connaissance sur l’ADME du CMS et de la colistine (exprimé plus bas). 

Cependant, ce modèle PBPK pourra être utile pour prédire les concentrations plasmatiques chez 

l’Homme. En outre, la plasticité des modèles PBPK permet de prendre en compte les altérations 
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physiologiques lors de conditions pathologiques, tel que des sepsis (Radke et al., 2017). Cet 

aspect pourrait à l’avenir être exploré afin de confronter le modèle avec les nombreuses données 

de cinétique plasmatique issues d’études avec des patients de réanimation traités avec du CMS 

(Garonzik et al., 2011; Grégoire et al., 2014; Karaiskos et al., 2015a; Plachouras et al., 2009), 

et ainsi le valider sur une population plus large d’individus.  

 Les simulations réalisées pour un enfant typique de 5 ans semblent montrer que les doses 

actuelles recommandées de CMS dans les populations pédiatriques sont probablement trop 

faibles pour obtenir des concentrations plasmatiques en colistine suffisantes et que la prise en 

compte de la fonction rénale est important. Il aurait été intéressant d’utiliser des porcelets plus 

jeunes, dont la physiologie se rapproche plus de celle d’un nourrisson chez l’Homme afin d’étu-

dier l’impact d’une immaturité prononcée des fonctions physiologiques sur l’ADME du CMS 

et de la colistine. Cependant, les aspects techniques (logistique d’hébergement, etc...), régle-

mentaires et éthiques rendent plus difficile la réalisation de telles procédures. 

La simulation d’une population virtuelle d’enfants, comme il est possible de faire lors de l’éva-

luation de la capacité de prédiction d’un modèle PBPK chez l’adulte (Willmann et al., 2007),  

permettrait de généraliser à une population plus large. Cependant, les prédictions du modèle 

devront être confrontées avec des données cliniques chez l’enfant. Peu de données de cinétiques 

plasmatique de colistine ont été publiées à ce jour chez l’enfant alors que de telles données 

restent relativement aisées à obtenir. La réalisation de telles études cliniques est donc nécessaire 

à la validation de ce modèle. Ces résultats préliminaires apportent néanmoins des informations 

utiles et nouvelles qui peuvent avoir un impact sur l’usage de colistine en médecine humaine.   

 

 Un des points limitants majeurs de cette étude qui mériterait des investigations poussées 

est le manque de connaissances mécanistiques sur l’ADME du CMS et de la colistine. Ces 

informations auraient permis de mieux documenter le modèle et ainsi d’améliorer sa capacité 

prédictive. La détermination des mécanismes d’élimination de la colistine (enzyme(s) impli-

quée(s)) ainsi que les mécanismes rénaux impliqué dans l’excrétion/la sécrétion/la réabsorption 

semble fondamentale.L’identification des potentiels transporteurs rénaux impliqués dans la sé-

crétion de CMS grâce à des essais in vitro avec des modèles de vésicules modifiées sur-expri-

mant les transporteurs rénaux pourrait être explorée (Fekete et al., 2015). En outre, l’étude com-

parative de la vitesse de dégradation extra et intracellulaire de colistine au niveau rénal pourrait 

être évaluée grâce à des systèmes reproduisant la microphysiologie des cellules tubulaires ré-

nales (Weber et al., 2016). Ces essais permettraient également de confirmer (ou d’infirmer) 
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qu’il n’y pas de transport de colistine directement entre la circulation sanguine et les cellules 

rénales. L’hypothèse de liaison vasculaire pourrait être explorée également, par exemple grâce 

à des études d’adsorption de la colistine à diverses matrices comme les érythrocytes ou l’endo-

thélium vasculaire.  Les mécanismes de fixation protéique du CMS et de la colistine sont éga-

lement à déterminer. Seule l’AGP a été identifiée comme acteur important dans la liaison pro-

téique à la colistine. L’influence de l’âge sur ce paramètre devra être pris en considération car 

la fraction libre plasmatique de la colistine est probablement différente pour les individus juvé-

niles en raison d’une concentration sérique plus faible en AGP (Lerman et al., 1989). Pour le 

CMS, l’identification des protéines impliquées dans ces liaisons n’a pas été réalisée à ce jour. 

Enfin, des améliorations de la méthode analytique de dosage pour le CMS et la colistine 

semblent nécessaires. Le point majeur repose sur le développement d’une méthode directe de 

détection du CMS (et de ses différents dérivés partiels), afin de s’affranchir des problèmes de 

discrimination du CMS et de la colistine, notamment lors des dosages intracellulaires (comme 

pour le rein). Ces progrès permettraient en outre de faciliter la réalisation des expérimentations 

in vitro précédemment suggérées. 

 

 A l’avenir, ce modèle PBPK permettant de prédire le profil des concentrations tissulaires  

en colistine en fonction du temps pourrait également être combiné à un modèle pharmacociné-

tique-pharmacodynamique (PKPD), comme il en existe pour la colistine (Khan et al., 2016), 

permettant ainsi de prédire la décroissance bactérienne dans les différents organes/sites d’in-

fection. Ce type de modélisation PBPK-PD, qui combine des informations in vitro, in vivo et 

cliniques, a déjà été développé avec succès pour la ciprofloxacine (Sadiq et al., 2016). 
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ANNEXE 

Tableau S1 : Paramètres PK du CMS et de la colistine chez diverses espèces animales et l’Homme  
(études effectuées à partir des années 2000, non exhaustif) 
 

Espèce 
Dose, voie et poids 
moyen/median 

méthode 
Paramètres PK 

CMS                                             Colistine 
Références 

Rat 

15 mg/kg CMS (IV)  

CLCMS = 11,7 ± 1,8 mL/min/kg 
VSS_CMS = 0.30 ± 0.06 L/kg 
CLR_CMS = 7,2 ± 2,2 mL/min/kg 
t1/2_CMS = 23,6 ± 3,9 min 
fm = 6,8 % 

 
 
 
t1/2_Coli = 55,7 ± 19,3 min 
 

(Li et al., 2004) 

1 mg/kg colistine (IV) NCA  
CLCOLI = 5,2 ± 0,4 mL/min/kg 
VSS_COLI = 0,49 ± 0,062 L/kg 
t1/2_COLI = 74,6 ± 13,2 min 

(Li et al., 
2003c) 

15 mg/kg CMS (IV) 
1,5 mg/kg colistin (SC) 

NCA 

CLCMS = 14,6 ± 3,6 mL/min/kg 
VSS_CMS = 0,33± 0,075 mL/kg 
t1/2_CMS,IV = 22,0 ± 3,4 min 
 
fm = 12,5 % 

CLCOLI = 8,5 ± 1.0 mL/min/kg 
VSS_COLI = 0,94 ± 0.25 L/kg 
t1/2_COLI_SC= 75,4 ± 14,1 min 
t1/2_COLI_IV = 35,5 ± 5,6 min 

(Marchand et 
al., 2010a) 

5, 15, 30, 60, 120 mg/kg 
CMS (IV) 

NCA 
CLCMS = 12,9 ± 3,6 mL/min/kg 
t1/2_CMS = 23,5 ± 3,1 min 
fm = 10,2% 

 
t1/2_COLI = 37,6 ± 6,5 min 
 

(Marchand et 
al., 2010b) 

0,5 mg/kg colistine (IV) NCA 
 CLCOLI = 4,28 ± 0,93 mL/min/kg 

Vd_ COLI = 0,396 ± 0.107 L/kg 
t1/2_ COLI = 67,8 ± 6,6 min 

(Yousef et al., 
2011) 

0,35 mg/kg colistine (IV) 
324 ± 24 g 

NLMEa 
 CLCOLI = 7,2 mL/min/kg 

VCENTRAL = 0,19 L/kg 
VPERIPH = 0,19 L/kg 

(Gontijo et al., 
2014) 
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Souris 

 
 

Souris  
(neutropéniques) 

15 mg/kg CMS (SC) NCA 
CLCMS = 22,2 mL/min/kg 
VSS_CMS = 1,03 L/kg 
t1/2_CMS = 33,0 min 

 
 
t1/2_ COLI = 33,0 min  

(Bouchene, 
2016) 

2,64 mg/kg colistine (IV) NCA  
CLCOLI = 7,46 mL/min/kg 
Vd_ COLI = 0,40 L/kg 
t1/2_ COLI = 37,1 min 

(Lin et al., 
2017) 

Lapin 
15 mg/kg CMS (IV) 
2.2 kg 

NCA 

CLCMS = 2,5 ± 0,13 mL/min/kg 
VSS_CMS = 0,13 ± 0,0016 L/kg 
t1/2_CMS = 43,0 ± 3,5 min 
 

 
 
t1/2_ COLI = 80,8 ± 8,3min  

(Bouchene, 
2016) 

Porcs 
3,5 mg/kg CMS (IV) 
46 kg 

NCA 
CLCMS = 2,7 ± 0,8 mL/min/kg 
VSS_CMS = 0,25 ± 0,088 L/kg 
t1/2_CMS = 50,9 ± 4,2 min 

 
 
t1/2_ COLI = 129 ± 0,4 min  

(Bouchene, 
2016) 

Porcs  
(avec pneumonie) 

3,2 mg/kg CMS (IV, 
toutes les 8h) 
20 ± 2 kg 

NCA  

CLCOLI/fm = 4,92 ± 1,67 
mL/min/kg 
Vd_ COLI/fm = 0,75 ± 0,39 L/kg 
t1/2_ COLI = 1,7 ± 0,4 h 
 

(Lu et al., 2010) 

Mouton 
4 mg/kg CMS (IV) 
3 mg/kg colistine (IV) 
34 – 43kg 

NCA 

CLCMS = 0.95 mL/min/kg 
VSS_CMS = 1,17 L/kg 
t1/2_CMS = 14,2 ± 3,8 h 
fm = 17,4 ± 5,6 % 

CLCOLI/fm = 0.55 mL/min/kg  
VSS_COLI = 0,62 L/kg 
t1/2_ COLI = 14,3 ± 2,3 h 
 

(Landersdorfer 
et al., 2017) 

Babouin 

2,5 mg/kg CMS (IV) 
0,379-0,485 mg/kg col-
istine (IV) 
10 – 13kg 

NCA 

CLCMS = 2,6 ± 0,8 mL/min/kg 
VSS_CMS = 0,152 ± 0,020 L/kg 
t1/2_CMS = 38,5 ± 7,6 min 

t1/2_ COLI = 130 ± 15 min 
(Marchand et 
al., 2015) 

Homme 
 (patients atteints de 

mucoviscidose) 

160 mg toutes les 8h 
pour les patients > 50 kg 
80 mg toutes les 8h pour 
les patients < 50 kg (IV) 

NCA 

CLCMS = 2,0 ± 0,5 mL/min/kg 
VSS_CMS = 0,34 ± 0,095 L/kg 
t1/2_CMS = 2,1 ± 0,9 h 
 

 
 
t1/2_ COLI = 4,2 ± 1,3 h 

(Li et al., 
2003a) 
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Homme 
 (patients critiques, 

sans altérations de la 
fonction rénale)  

240 mg en IV toutes les 
8h 
82 ± 13,7 kg 

NLMEb 

CLCMS = 2,8 mL/min/kg 
VSS_CMS = 0.16 L/kg 
t1/β_CMS_α = 0,046 h 
t1/β_CMS_ȕ = 2,3 h 

CLCOLI/fm,coli = 1,8 mL/min/kg 
VSS_COLI/fm,coli = 2,3 L/kg 
t1/2_ COLI = 14,4 h 

 

(Plachouras et 
al., 2009) 

Homme 
 (Volontaires sains) 

80 mg CMS en IV 
72,7 ± 9,1 kg, 

NLMEb 

CLCMS = 2,0 mL/min/kg 
VSS_CMS = 0.19 L/kg 
t1/β_CMS_α = 0,49 h 
t1/β_CMS_ȕ = 2,0 h 
fm = 30 % 

CLCOLI/fm = 0,66 mL/min/kg 
VSS_ COLI/fm = 0,17 L/kg 
t1/2_ COLI = 3 h 

 

(Couet et al., 
2011) 

Homme 
 (patients de réanima-

tion)  

De 75 à 410 mg 
CMS/jour en IV à des in-
tervalles de 8 à 24h 
59,1 kg (30,0–106,4) 

NLMEb 

CLCMS = 1,0 mL/min/kg 
VCENTRAL = 0,19 L/kg 
VPERIPH = 0,32 L/kg 
t1/2_CMS = 11 h si CLCREAT <10 ; 
5,6 h si CLCREAT entre 11 et 69 ; 
4,6 h si CLCREAT >70 
ml/min/1.73 m² 

CLCOLI/fm = 0,77 mL/min/kg 
VSS_ COLI/fm = 0,76 L/kg 
 
t1/2_ COLI = 13 h si CLCREAT <10 ;13 
h si CLCREAT entre 11 et 69 ; 9,1 h 
si CLCREAT >70 ml/min/1.73 m² 

(Garonzik et al., 
2011) 

Homme 
 (patients de réanima-

tion) 

Dose de charge de 480 
mg CMS puis 80 à 240 
mg CMS toutes les 8h en 
IV 
81 ± 22 kg 

NLMEb 

CLCMS = 2,7 mL/min/kg 
VCENTRAL = 0,14 L/kg 
VPERIPH = 0,35 L/kg 
t1/β_CMS_α = 0,026 h 
t1/β_CMS_ȕ = 2,2 h 
 

CLCOLI/fm = 1,7 mL/min/kg 
VSS_ COLI/fm = 2,7 L/kg 
 
t1/2_ COLI = 18,5 h 

(Mohamed et 
al., 2012) 

Homme 
 (patients de réanima-

tion) 

Non précisé 
76 kg (40–175) 

NLMEc 
CLCMS = 0,90 mL/min/kg 
VSS_CMS = 0.21 L/kg 
t1/2_CMS = 1,6 h 

CLCOLI/fm = 0,49 mL/min/kg 
VSS_ COLI/fm = 0,13 L/kg 
t1/2_ COLI = 3,1 h 

(Grégoire et al., 
2014) 

Homme 
 (patients de réanima-

tion) 

160 mg CMS toutes les 
8h (IV sauf la 1ère en né-
bulisation) 
79 ±17 kg 

NLMEc 

CLCMS = 1,4 mL/min/kg 
VSS_CMS = 0,19 L/kg 
t1/2_CMS = 1,6 h 
 

CLCOLI/fm = 0,67 mL/min/kg 
VSS_ COLI/fm = 0,17 L/kg 
t1/2_ COLI = 2,9 h 

(Boisson et al., 
2014) 
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Homme 
 (patients de réanima-
tion, avec légère at-
teinte de la fonction 

rénale) 

Dose de charge de 9 MIU 
puis 4,5 MUI toutes les 
12h (IV) 
78 ± 20 kg 

NLMEb 

CLCMS = 1,24 mL/min/kg 
VCENTRAL = 0,018 L/kg 
VPERIPH = 0,16 L/kg 
t1/2_CMS = 1,7 h 
 

CLCOLI/fm = 1,0 mL/min/kg 
VSS_ COLI/fm = 1,01 L/kg 
 
t1/2_ COLI = 11,2 h 

(Karaiskos et 
al., 2015b) 

7 nouveaux-nés 
(patients de réanima-

tion) 

12 mg CMS/kg (IV) 
Age médian : 13 jr 
2,9 ± 0,9 kg 

NCA  
CL COLI/fm = 10 ± 5 mL/min/kg 
VSS_ COLI/fm = 7,7 ± 9,3 L/kg 
t1/2_ COLI = 9.0 ± 6.5 h 

(Nakwan et al., 
2016) 

 

fm : fraction de la dose de CMS administrée convertie en colistine., fm,coli :fraction de la dose de CMS non excrétée dans les urines et convertie en colistine ;  

IV : intraveineuse, SC : sous-cutané, NCA : analyse non-compartimentale, NLME : approche de population en non-linéaire à effet mixte, CLCOLI : clairance 

totale de colistine ; CLCOLI/fm: clairance totale de la colistine formée ; Vd/VSS : volume de distribution. Les données des patients hémodialysés n’ont pas été prises 

en compte. Pour les approches de types NLME, seules les valeurs typiques sont données  
a bi-compartiment colistine) ; b bi-compartiment CMS, monocompartiment colistine, c mono-compartiment CMS et colistine 
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Tableau S2 : Milieux utilisés pour le dénombrement des populations bactériennes 
 

 

 

 

Figure S1: Quantification des populations bactériennes cultivable du microbiote intestinal du 
donneur 
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Bacteroides Gélose Bacteroides Bile Esculin 

(BBE) 

BD, Le Pont de Claix, 

France 

Anaérobiose, 37°C 

Clostridium Gélose Columbia supplémen-
tée avec :  

1. Cystéine 160 mg/L 
2. Colistine sulphate 

10mg/L 
3. Rouge neutre 40mg/L 
4. Lait entier 5% 
5. Sang de mouton 5% 

- Biomerieux, Marcy 

l’Etoile, France 

- Sigma 

Anaérobiose, 37°C 

Bifidobactéries Gélose Bifidobacterium Modi-

fied 

BD Anaérobiose, 37°C 

Lactobacilles Gélose Lactobacillus Selection  BD Aérobiose + CO2, 37°C 

Entérobactéries Gélose MacConkey ThermoFisher Scientific, 

Dardilly, France 

Aérobiose, 37°C 

Entérocoques Gélose Coccosel  

 

Biomerieux,  

 

Aérobiose, 37°C 
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Usages de la colistine en médecine humaine et vétérinaire :  

exploration pharmacocinétique et problématique d’antibiorésistance. 

 

 

 

RESUME :  

 

La colistine est un vieil antibiotique, utilisé à la fois en médecine humaine et vétérinaire. Ce-

pendant, l’arsenal antibiotique étant de plus en plus limité, la colistine apparait comme un des 

derniers remparts dans la lutte contre les bactéries multi-résistantes chez l’Homme. Afin de 

préserver l’efficacité de la colistine, deux problématiques ont été abordées dans cette thèse :  

 

(i) les risques de sélection de résistance à la colistine en lien avec la découverte fin 

β015 d’un gène porté par un plasmide (mcr-1). Ainsi, l’impact de l’usage de colis-

tine par voie orale en production porcine a été évalué in vivo et une absence de sé-

lection a été observée dans nos conditions expérimentales. De façon similaire, 

l’usage (minoritaire) de colistine en médecine humaine comme prophylaxie de dé-

contamination digestive sélective (SDD) a été étudié chez des rats hébergeant un 

microbiote intestinal humain. Les résultats préliminaires ne montrent pas non plus 

d’effet de sélection.  

 

(ii)  le développement d’un modèle pharmacocinétique basé sur la physiologie (PBPK) 

chez le porc pour l’usage par voie systémique de la colistine et de sa prodrogue, le 

colistine méthanesulfonate (CMS). Ce modèle a permis d’explorer la distribution 

tissulaire du CMS et de la colistine, notamment au niveau rénal où la toxicité est la 

plus fréquente. Comme application de ce modèle, l’estimation des temps d’attente 

avant abattage lors d’usage de CMS chez le porc a été effectué. Enfin, la capacité 

des modèles PBPK à réaliser des extrapolations intra et inter-espèces a été utilisé 

pour adapter ce modèle chez l’adulte et l’enfant, afin de pouvoir prédire les concen-

trations plasmatiques de colistine lors d’un traitement. 

 

 

Mots-clés : colistine, antibiorésistance, pharmacocinétique, modèle animal, gène mcr-1, modèle 

PBPK, médecine humaine, médecine vétérinaire 


