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INTRODUCTION

L’antibiorésistance, qui définit I’aptitude des bactéries a résister a I’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 pathogenes a provoqué des
difficultés thérapeutiques pour certaines infections chez I’Homme. Par ailleurs, ce phénomene
ne touche pas seulement les populations humaineg gahiment les animaux et I’environne-
ment. Ainsi, le concept « One H#ab, qui met en avant la nécessité d’une approche intégrée
et collaborative des problématiquessdeté a I’interface entre Homme, animal et environne-
ment,doit s’appliquer a la gestion de de phénomene.

L’augmentation globale de la résistance s’accompagne en outred’une diminution de la
découverte de nouvelles molécules antibiotiques depuis deux décennies, pourtant nécessaires
pour pallier ce probléme. La craingeincipale est I’arrivée d’une nouvelle ere dans laquelle
I’arsenal thérapeutique contre les infections deviendrait trés limité, voire inexistant.

En I’absence de nouveau traitement disponible, une alternative réside dans 1’utilisation
de molécules antibiotiques ancienniemt 1’'usage avait été abandonné. La colistine figure
parmi ces molécules qui ont été réintroduitess I’arsenal thérapeutique. Cet antibiotique po-
lypeptidique de la famille des polymyxines a été découvert en 1950 par Y. Koyama a partir de
cultures deBacillus colistinugSuzuki et al., 1963), mais a été délaissé en médecine huinaine
partir des années 1970 en raison de probleme de toxicité (Bergen et al., 2012). Depuis environ
une décennie, la colistine redevient ainsi un traiterd@tualité pour lutter contre certaines
bactéries multi-résistantes en milieu hospitalier et est maintenant considéré comme un antibio-
tique de dernier recourse manque flagant d’informations pharmacocinétiques et pharmaco-
dynamiques a propos de cette molécule anciaméeessité la réalisation de nouvelles études,
en lien avec les progres des méthodes analytidjugsgit d’un axe de recherche toujours im-
portant actuellement car tous les aspatist pas encore été complétement explorés.

Parallélement, 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 derniére intention, des questions se
sont posées a propos de I’impact de son usage massif chez les animaux sur le développement

de résistance pour cette molécule.
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Suivant le concept « One Healthoptimiser 1’usage de la colistine et prévenir le déve-
loppement de résistance a son encontre, est un axe de recherche qui’se&doitr les pro-
blématiques touchatd médecine humaine mais égalenlamhédecine vétérinaire. Cette these
s’inscrit dans ce contexte.

La premiére partie de ce travail est une synthése bibliographique sur la colistine et ses
usages a la fois en médecine humaine et vétérinaivés d’une présentation du type de modele
pharmacocinétique qui a été utilisé dans la partie expérimentale. La deuxieme partie décrit et
discuteles 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 porcirajs un contexte d’antibiorésistance et d’autre part, pour
explorer la pharmacocinétique de cette molécule grace a un modele pharmacocinétique basé sur
la physiologie (PBPKgtappliquer ce modeéle dans un objectif vétérinaire (estimation des temps
d’attente)et de médecine humaine (optimisation de posologie chez I’enfant). Une conclusion

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

Synthese bibliographique
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Structure chimique

1. Unvieil 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 I’association d’un dé-
capeptide cyclique ayant des propriétés hydrophiles avec une chaine tripeptidique liée a un
acide gras, ayant des propriétés lipophiles (Figure 1). La colistine B se différencie de la colistine
A par I’absence d’un groupement carbone (CH@3jns cette terminaison d’acides gras. La co-
listine est considérée comme une base (pKa~10) etiastpalement 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, eshalgeule relativement
stable, que ce soit en milieu aqueux ou dans le plasma (Li et al., 2003b). Cette charge nette
positive lui confere la propriété de réagir avec les groupes phosphates du lipide A du LPS, qui
sont chargés néegativemeettpar conséquent d’avoir des propriétés antibactériennes (Nation et
al., 2014b) (cf. 1.4

PP .

‘\

y. SO3H
K CH, ,
yNH
/(a)LDab% D-Leu —> L-Leu
Acide gras ——> (a) ]L-Dab% L-Thr —> () T-Dab —> (a,y) L-Dab \ \L
NH 4NH L-Thr <—(a) IL -Dab<— (a) |L -Dab
ali //‘F\\\ y-NH y-NH
(o £ G
S N RV
\_ SOH / _so / : ) 2
A N K
\ SO;H SO;H /

Figure 1: Structure chimique de la colistine et du CMS.
Lesgroupes sulphométhylés du CMS sont entourés de cercle gris. Acide gras : 6-methyloctanyl pour la colistine
A et 6-methylheptanyl pour la colistine B ¢t y indiquent la position du groupement NH2 impliqué dans la liaison

peptidique; Dab:aciden,y-diaminobutyrique Leu : leucine, Thr : threonine. Adapté de (Gregoire et al., 2017).
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Propriétés chimiques

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

le colistine méthanesulfonatédCMS). Leur structure differe par pmésence de cingq groupe-
ments méthanesulphonépour le CMS, qui sont liés aux groupements amine de la molécule
de colistine (Figure 1). Contrairement a la colistieeCMS est peu stableen 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 commengtangede I’ensemble des composeés
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 supplément4ieeSGMS est un polyanion a des valeurs de pH
physiologique (Li et al., 2006). Le CMS est plus hydrophile que la colistine et est sup-
posémoins basique mais aucune valeur de pKa n’est référencée (Gregoire et al., 2017).

La formation de colistine a partir de CMS injecté par voie parentérale a été dénrontrée
vivo chez I’homme (Li et al., 2005b) et le rat (Li et al., 2004).

1.2. Propriétés chimiques

1.2.1. Phénomenes d’adsorption

La colistine possede la propriété de former des liaisons non-spécifiques avec le ma-
tériel de laboratoire. Pour des concentrations allant de 0,125 a 8 mg/L, cette adsorption a été
démontrée pour divers matériaux (verre, polypropylene (PP) et PP modifié pour diminuer les
liaisons protéiques, polystyréne) (Karvanen et al., 2017). Cette adsorption est significative (plus
de 95 % pour les faibles concentrations dans du polystyérene) et ne peut étre ignorée lors des
dosages analytiques (cf. 1.2.2) (Gobin et al., 20d0sson 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 siecle I’ont été exclusivement par des techniques baséedesunesures de 1’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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Pharmacocinétique

colistine. Ces données pharmacocinétiques « anciennes » sont donc a interpréter avec précau-
tion. Il est dorénavant considéré que cette technique de dosage doit étre abandonnée (Li et al.,
2006) due a laénéralisation de méthodes plus spécifiques et performantesdles que la
chromatographie en phase liquide a haute performatieeq) et/ou la chromatographie li-

quide couplée a la spectrométrie de masse en tandefviS/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., 200Ri et al., 2001aL.i 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 alL&017).
dosage du CMS se fait par contre de facon indirecteen effet, pour un échantillon contenant
du CMS, la concentration en colistine est déterminée avant puis aprés hydrolyse forcée (du
CMS) en milieu acide. En soustrayant la concentration de colistine avant hydrolyse a la con-
centration obtenue apres, on détermine ainsi la concentration en CMS de I’échantillon (Gobin
et al., 2010). Ainsi, la concentration en CMS refléte 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 deddaniter
sorption non-spécifique de la colistine aux matériels de labadtd. supra) (Gobin et al.,
201Q 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 a travers le monde : en
Unité internationale (Ul), en mg de CMS ou bien en colistin base activity (GBAnillion
d’UI de CMS correspond a environ 80 mg de CMS ou bien 30 mg de CBA. Cette dualité
d’expression utilisant les « mg» peut aboutir a des confusions entrainant des surdosages de
CMS (Nation et al., 2014a).
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ADME de la colistine et du CMS aprées administratsystémique

1.3.2. ADME de la colistine et du CMS apres administration systeé-

mique

La colistine n’étant que trés 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 a la fois en médecine humaine (cf. 2.1.2) et vétér

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 physiologigei@assage des membranes cel-
lulaires est donc limitéet ladistribution de ces deux composés est plutdt circonsarites-
pace extracellulaire comme le souligne les valeurs de volumes de distribution et de volumes
a I’état d’équilibre dans les différentes espéces animales et I’Homme (Tableau S1 en Annexe).

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

Concernant les fractions libres plasmatiques de colistine (fu_coli), les valeurs retrouvées
chez I’Homme et différentes especes animales de laboratoire sont détaillées dans le Tableau 1.
Les valeurs retrouvées sont plutdt homogénes entre les différentes espéces sauf chez la souris
ou la liaison aux protéines plasmatiques est tres élevee (~-R28pha-1-glycoprotéine acide
(AGP) est impliquée dans la liaison protéiquevec la colistine, au moins chez I’ Homme
(Azad et al., 2012fandis 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 I’AGP sont a I’origine de cette liaison. En outre, la liaison protéique semble plus importante
pour la colistine A, probablement di au fait que cette derniére posséde une plus grande chaine
d’acides gras que la colistine B (Gregoire et al., 2017). Cependant, cette affipitér I’ AGP
semble modérée comparée a celle pour le LPS (Soon et al., 2011) ; la colistine pourrait donc
facilement ne plus étre séquestrée par I’AGP et se lier a la membrane des BGN (Azad et al.,

2012) 11 existe des différences qualitatives d’ AGP entre les espéces animales qui peuvent jus-
tifier des cinétiques de liaisons différentes a ces protéines (Son et al., 1998); ainsi, il faut rester
prudent quant a I’extrapolation aux animaux de la force de liaison de la colistine a I’AGP de

’Homme.
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ADME de la colistine et du CMS apres administratsystémique

Concernant la fu du CMS, aucune donnée n’est disponible a ce jour.

Difféerentes méthodes sont utilisées pour déterminer:la fu

- la dialyse a [’équilibre, basée sur la diffusion de la fraction libre a travers une membrane
semi-perméable qui ne laisse passer lguaolécule d’intérét mais pas les protéines (temps
long pour atteindre¢quilibre).

- ['ultra-filtration, pour laquelle la fraction libre de la molécule est récupérée apres passage
a travers une membrane semi-perméable grace a la force centrifuge (plus rapide).

- l'ultra-centrifugation,qui apres centrifugation a grande vitesse, petisetumuler les
protéines et la forme liée de la molécule dans le culdtobtenir 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 espéces animales et
I’Homme.

Espéce Fraction libre Méthode Référence
Colistine A : 35 % _ (Lietal.,
Colistine B : 52 % Dialysea Iéquilibre 35

Rat
Colistine A: 44 % (Sivanesan et
- Ultra-centrifugation
Colistine B : 58 % rugat al., 2017)
. o Dialyse a I’équilibre et (Cheah et al.,
souris Colistine : 8,4 % o
(neutropéniques) ultra-centrifugation 2019
o o (Rottbgll and
Porc Colistine: 39 % Ultra-filtration .
Friis, 2016)
Colistine A : relation non linéaire
Homme avec la concentration (16 % a 0,

mg/L ; 31 % a 10 mg/L)

(volontaires sains) (Mohamed et

Colistine B : 43 % al., 2012)
Dialyse a I’équilibre

Homme
(patients de réanima Colistine : 34 %
tion)
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ADME de la colistine et du CMS aprées administratsystémique

1.3.2.2. C(Clairance et métabolisme

Les premieres études pharmacocinétiqusées sur I’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 trés 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 apres injection IV de CMS (Li et al., 2004). La colistine retrou-
vée dans les urines en quantité importante serait due a I’hydrolyse du CMS au niveau des voies
urinaires apres excrétion rénale de ChtSqui complique I’estimation des paramétres de clai-
rance. Cerofil 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. Ainaiclairance 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-excrétiorjdure 2).

Autre clairance

Autre clairance

Hydrolyse
CMS > Colistine
Clairance
r’énql? Clairance Reabsorption
bl rénale rubulaire

Hydrolyse U
ost-excrétion

CMS . P Colistine

(urine) (urine)

Figure 2: Diagramme d’¢élimination du CMS et de Ia colistine.
L’épaisseur des fléches refléte I’importance de chaque processus.

L’élimination du CMS a lieu parfiltration glomérulaire ainsi quepotentiellement 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 espéce (~5,2
mL/min/kg) (Li et al., 2004). Méme en admettant une valeur de 100 % desflalors qu’in-

connue), la clairance de filtration rénale, définie par le produit de twdpar le DFG, serait
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ADME de la colistine et du CMS aprées administratsystémique

inférieure a 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
méme facon, cette éventuelle sécrétion tubulaire ne peut étre estimée, ni exclue en raison de

I’ignorance de la fu_cwms.

Le CMS non ¢liminé dans les urines est donc hydrolysé en colistine dans 1’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 quiemetant qu’une fraction non
négligeable de CM$-33 % chez le rat d’apres (Li et al., 2004)) est éliminée le@ d’autres
meécanismes 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 &3 ouet et al., 2011Dans I’ensemble, il est
estimé que chez ’Homme avec une fonction rénale normale seule 20 a 25 % d’une dose de
CMS serait finalement convertie en colistine, souligrianfait que le CMS est une pro-
drogue avec un « rendement » limitéNation et al., 2014b). En outre, la conversion du CMS
en colistine semblassezariable entre individus (Garonzik et al., 2011), probablement en rai-
son de la complexité des différentes vdi@pliquées dans 1’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 coniverii en colistine peut

varier de facon 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 facon 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 trés 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 I’organopeptide transporter 2 (PEPT2) et un organic cation transporter
(OCTN1) (Ma et al., 2009) (Figure.3.’implication de PEPT2 dans la réabsorption tubulaire
des polymyxines en général a été confirmée sur des lignées cellulaires humaines, mais pas celle
d’OCTNI (Lu et al., 2015). Tres récemment, le transporteur OCTN2 a également été identifié

comme participant au transport de colistine depuis la lumiere tubulaire sur des auNitres
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ADME de la colistine et du CMS aprées administratsystémique

de cellules rénales humaines et murines (Visentin et al., 2017). En outre, une accumulation dans
les cellules tubulaires proximales par I’intermédiaire de la mégaline a également été démontrée

chez le rat pour la colistine (Suzuki et al., 2013). Cette protéine, abondamment exprimée a la
surface de ces cellules du coté apical, posséde un rdle de récepteur d’endocytose (Christensen

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

étre saturable (Abdelraouf et al., 2014 et al., 2015).
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Figure 3: Mécanismes impliqués ou (supposément impliqués) dastsimulation intracellu-

laire de colistine dans le rein.

Apres avoir été réabsorbgdes polymyxines tendent a s’accumuler dans le rein.
Cette accumulation se fait dans le cortex rénal, essentiellement au niveau des cellules tubulaires
proximales (Yun et al., 201¥un et al., 2014)Sur des lignées de cellules tubulaires humaines
et murines, la concentration intracellulaire de colistine a été mesurée a des taux 2000 a 4000
fois supérieurs que la concentration extracellulaire (Azad et al., 2045b)o, il a été observé
un ratio d’environ 65 entre les concentrations rénales et plasmatiques de colistine chez des rats
sacrifiés aprés 7 jours de traitement & la colistine (dose cumulée de 36,5 mg/kg) (Yousef et al.,

2011). Ce phénomene observéastien avec la néphrotoxicitédes polymyxines (cf. 2.3.1).

22
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Lesvoies d’élimination de la colistine sont donc principalement non-rénalesUne
¢limination biliaire a été évoquée d’apres une ancienne étude chez le lapin mais ne semble pas
étre le mécanisme principal (Abe et al., 1976). Comme la colistine est un peptide, une hydrolyse
enzymatique pourrait étre a I’origine de son élimination. Des essaif vitro de vitesse de dé-
gradation de la colistingans des homogénats d’organes (foie, rein, muscles...) et de plasma
37°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-

culiéres

De nombreuses études PK du CMS et de la colistine ont été réalisées chez le patients de réani-
mation et le volontaire sain (une synthése 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 a 1’efficacité des traitements a la colistine chez le nouveau-né et 1’enfant, mais une

seule a présenté une analy&€ chez 7 nourrissons atteints de pneumonie et/ou septicémie
(Nakwan et al., 2016)es auteurs ont montré qu’aprés une IV unique de 150 000 Ul/kg de

CMS, la concentration plasmatique de colistine était sub-thérapeutique (< 2 pg/mL) 6h apreés la
fin de I’administration. En outre, la concentration plasmatique a 1’équilibre en colistine était
également trop faible (1,1 £ 0,4 ug/mL). La demi-vie de la colistine (environ 9ignedtin-

tervalle de celles retrouvées chez le patient adulte de réanimation (cf. Tableau S1). Cependant,
comme | s’agit de paramétres 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 I’adulte sont délicates a
comparer. Globalement, en raison du faible nombre de données PK disponibles chez les popu-
lations pédiatrigued’adaptation de la(les) posologie(s) dans cette sous-population reste a

optimiser.
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1.4. Pharmacodynamie: Activité antibactérienne et méca-
nisme d’action

1.4.1. Spectre d’activité

La colistine est unenolécule bactéricide, a spectre étroit, dirigée contre une majo-
rité de bactéries Gram négatif(BGN). Ainsi les espéces classiques d’Enterobacteriaceae
Acitenobacter, P. aeruginogdAeromonasy 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., 20054t)0 la colistine a un effet bacté-
ricide trés rapide et se comporte comme un antibiotique concentration-dépendant avec les
souches d@.aeruginosdLi et al., 2001bPeterson et al., 1985).

1.4.2. Meécanismes d’action de la colistine

Les mécanismes d’action de la colistine sont considérés comme quasi-semblables a ceux
de la polymyxine B car leur structure ne differe que par un seul acide aminé. Cette derniere
ayant été plus étudiée, elle fait figure de modele d’étude pour lensemble des polymyxines
(Nation et al., 2014b).

La cible principale des polymyxines est le lipopolysaccharid@.PS) des membranes des
BGN, cequi aboutit a la lyse bactérienneselon plusieurs étapes (Figure 4) :

0] 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 pB& s’y lier.

(i) Cette liaison entraine 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.

(i)  La colistine s’insére ensuite dans la membrane externe grace a sa chaine d’acide-

gras lipophiles (Velkov et al., 2009

24



Meécanismes d’action de la colistine

(iv)  La colistine entraine une altération de la perméabilité de cette membrane externe
(Peterson et al., 1985) Ipgrmettant a la colistine de s’insérer et d’atteindre la mem-
brane interne.

(V) Une désorganisation de cette membrane interpeoduit alors par rupture de 1’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
etla mort de la bactérie (Lim et al., 2QMelkov et al., 2009).

LPS
+ COLISTINE
+
+
+-|- +4\ M 2+
l 24 g Déplacements
Ca des cations

VY Y Y Y Y Y Y Y Y Y Y Y o
2O R RN REN X))

Membrane externe

Peptidoglycane

Membrane interne

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

Ce processusst le plus communément admis pour expliquer I’action antibactérienne

de la colistine mais les mécanismes ultimes aboutissant a 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 a

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

brane externe des bactéries par une polymyxine. Ceci provoque des modifications structurales

25



Usages en médecine humaine

des membranes, avec comme conséquence un déséquilibre osmotique qui lyse la bactérie (Cajal
et al., 1996Clausell et al., 2007 ependant, ceci n’a été observé que pour la polymyxine B.

Enfin, ’accumulation de radicaux libres li¢e a I’induction d’un stress oxydatif par les
polymyxines est une voie d’action récemment découverte. Ces radicaux libres vont par la suite
étre responsables de dommages au niveau de I’ADN, des protéines et des lipides aboutissant a

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

Contrairement a la colistine, la structure du CMS ne lui confere pas ou peu de charge po-
sitive. En conséquencle,CMS n’a pas ou trés peu d’activité antibactérienne par lui-méme

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 facon assez mi-
noritaire pendant des décennies en raison de problemes de toxicité (cf. 2.3). Seuls les patients
atteints de mucoviscidose étaient traités par cet antibiotique pour controler les complications
infectieuses (Beringer, 2001).

Depuis une dizaing’annéesle regain d’intérét de I’utilisation de la colistine est lié
a I’augmentation des infections nosocomiales dues aBi&sl multi-résistantes notamment
P.aeruginosaA. baumannietK. pneumoniaélLi et al., 2005aL.i 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 a des BGN
résistantes aux carbapénémes, comdnpmeumoniag@ar 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 @uessauginosauA. baumannii

multi-résistantes (Lu et al., 2013). Une méta-analyse récente a sduligérét et 1’efficacité
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de cette voie nébulisée pour combattre ces infections respirataifgas d’une toxicité pro-
bablement moindre que par voie IV (Vardakas et al., 2@ependant, d’autres études sont

encore nécessaires pour confirmer ces résultats. En Gatsecihtion de la colistine avec

d’autres antibiotiques tels que la tigécycline ou des carbapénémes s’avere nécessaire et efficace

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

2012).

Les infections paA. baumanniimulti-résistantes sont un réel probleme dans les unités
de soins intensifs néonatales (Folgori et al., 2017). Amsiplistine est également utilisée
chez I’enfant pour lutter contre les infections dues a des BGN multi-résistdritef$icacité
semble étre prouvée avec un intervalle allant de 72% 88 patients guéris selon les études
(Falagas et al., 2009bekgunduz et al., 2015), méme si les comparaisons sont délicates car les
posologies utilisées sont varié&se récente étude sur 94 enfants a montré que ’efficacité des
traitements a laddistine n’était pas moindre que pour ceux sans colistine, dans un contexte

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

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

a augmentéd’environ 50% en lien avec I’augmentation de BGN pathogenes multi-résistantes

(EMA, 2016d). Cependant, les tendances de consommation des polymyxines (colistine en ma-
jorité) de chaque pays de I’UE sont assez variées (Figure 5).
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Figure 5: Consommation de polymyxines par pagd’Europe en 2015
DDD : defined daily dose (dose définie quotidien®hapres (ECDC, 2016c).
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2.1.2. Voie orale : usage minoritaire

De fagon assez minoritaire, la colistine peut étre utilisée par voie orale pour le traitement
des diarrhées d’origine bactérienne chez 1’enfant, ainsi qu’en topique pour des infections ocu-

laires et/ou auriculairesR. aeruginosa.

Un autre usage, assez controversé, concerne 1’utilisation de cette molécule a visée de
décontamination sélective du tractus digestif (SDD)Le but de ceraitement prophylac-
tique est de prévenir les infections endogenes des voies respiratoires et du sang, et globalement
réduire la mortalité chez les patients de soins intensifs (Bonten;, 3@éstri et al., 2012).
Ces infections proviennent principalement d’un déséquilibre du microbiote des patients ma-
lades, provoquaré (sur)développement de bactéries composant la flore « normalg. e tdi
ou de bactéries pathogenes représentant une flore « anormale », comme les Klebsielles
(Silvestri et al., 2012). Le tube digestift]’endroit principal a I’origine de ces proliférations

bactériennesjui peuvent par la suite coloniser et infecter d’autres organes.

Le principe de la SDDrepose sub’usage d’une combinaison d’antibiotiques (et
d’antifongiques) administrés au niveau de I’oropharynx pour la décontamination sélective oro-
pharyngée epar voie orale pour la SDD (via une sonde naso-gastrique le plus souvent). Les
molécules classiquement utilis&@nt la colistine, la tobramycine et I’amphotéricine B. Elles
ont comme avantage de ne pas passer (ou de fagon infime) la barriere digestive et donc de
provoquer ddortes concentrations localesjusque 100 fois la concentration minimale inhibi-
trice (CMI) des bactéries sensibles dans la salive, les fluides digestifs et les féces (van der Voort
and van Saene, 2008). En outre, il est fréquemment associé a ce traitement’adminis-
tration d’un antibiotique par voie parentérale a 1’admission : il s’agit d’une céphalosporine de
3° génération le plus souvent, en raison de son spectre large et sa bonne diffusion vers la salive
et la bile (Silvestri et al., 2012):e premier traitement dure entre 3 et 5 jours et doit s’achever
lorsque les prélévements 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 « barriere naturelle » contre la coloni-

sation et I’infection par les bactéries gram négatif (de Jonge et al., 2003). Il apparait finalement
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que le mécanisme principal est I’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 utiliéée d’épidémies de bactéries multi-résistantes (nosoco-

miales) afin d’enrayer la transmission entre patients (Brun-Buisson et alOostdijk 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 a 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-Uniraidétg:’environ 5 % (10/193)
des unités de soins intensifs britanniques (ayant répondu) avaient recours a cette pratique
(Bastin and Ryanna, 2009) et le méme taux a été reteu2614 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 trés majoritairerrent ut

lisée en médecine vétérinaireessentiellement a destination des animaux de producti@m

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

battre les maladies digestives infectieusekies a des BGNEfiterobacteriaceamajoritaire-

men). La colistine est disponible sous différentes formulations (pré-mélanges médicamenteux,
poudre, solution buvad) (Figure 6) et la grosse majorité des traitements est adminigirée
I’aliment ou I’eau de boisson (EMA, 2016d). En 2014, la famille des polymyxines était9e 5
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 pharmaceutiqgues pour les animaux de production,
en mg/PCU, selon la forme pharmaceutique, en Europe pour 2014

En haut, les résultats globaux pour I’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 filiere porcine figure parmi les gros utilisateurs de colistineen Europe et cet an-

tibiotique représenterait plus de 30 % des usages d’antibiotiques dans cette filiere (EMA,

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

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

Les traitements se font le plus souvent au moment du sevrage ou e¢vpastafin d’enrayer
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les infections digestives dueEa coli qui surviennent suite aux perturbations du microbiote
intestinal liéesiu changement d’alimentation. Ainsi, une étude menée en 2008 sur 83 élevages
de porcs francais a montré que 90 % d’entre eux avait recours a 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 a visée thérapeutique chez le porc est de 100 000 Ul/kg/jour pen-
dant 3 a 5 jours (EMA, 2016d). Des sous-dosages ont été rapportés en production porcine, pos-
siblement dus a une mauvaise évaluation du poids des animaux ou d’un manque de précision
dans le dosage (Callens et al., 20lithmerman et al., 2006). Cependargssurdosages peu-
vent également avoir lieu dans cette filievec 1’'usage de doses de colistine supérieures aux
recommandations de ’”AMM (Fleury et al., 2016Hémonic et al., 2013), probablement pour
limiter 1’exposition de certains individus a des concentrations sub-thérapeutiques.
En outre, la consommation (rapportée a la biomasse eyp@séede fagcon importante
entre les pays déUE, les plus gros consommateurs étant les pays du sud de 1’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 a destination des animaux dapayesie I'UE, entre 2011 et

2014.
(EMA, 2016c). PCU : « Population CorrectidJnit” qui tient compte de la population animale ainsi que du poids
estimé de chaque animal au moment du traitement antibiotique

Concernant’usage de colistine comme facteur de croissance (voie orale) pour les
animaux de production, cette pratiqueiagtrdite en Europe depuis 2006 pour tout antibio-
tique. Cependant, certains pays hiwr$’' Europe, notammern Asie, ont recours a cet usage
a des doses sub-optimales (Kempf et al., 2016), entrainant alors un risque de sélection de résis-

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

En 2015, la Commission Européenne, apres saisie de I’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 I’'UE (Catry et al., 2015). Le rapport mentionne tpgeindications prophy-
lactiques sont abandonnéest seuls les traitements métaphylactiques sont acceptés : il s’agit

des stuations pour lesquelles dans un groupe d’animaux en contact, si certains expriment des

32



Usages en médecine vétérinaire

signes cliniques alors que les autres sont suspectés d’étre en phase d’incubation, I’ensemble des

individus est traité. La Commission précise cependant que la présence du pathogéne et/ou de la
maladie doit étre confirmée dans le groupe d’animaux avant que le traitement ne débute. En

outre, ladurée de traitement ne devait désormais pas dépasser 7 jounsl’indication de
traitement des salmonelloses doit étre retirée des RCP car les données cliniques ne sont pas
concluantes. Au final, le rapport bénéfice/risque de 1’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 asmpgeimer 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 a la colistine seule.

Cependant, suite a la découverte de gene de résistance plasmidique a la colistine fin
2015 (sujet développé dans la partie 2.4.2.2), un autre rapport a été produit par ZEMA
pour évaluer les risques associés a cette découverte (EMA, 2016d). Les conclusions principales
de ce rapport ont été paéconisation d’une baisse globale de ’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) ainsegattatnatives a cette molécule
(vaccins...) ; et la recommandation de classer la colistine comme antibiatigm@ortance
critique. Ces recommandations n’ont pas forcément été reprises au niveau national car par
exemple en France, 1I’Anses s’est positionnée en faveur de la non-inscription de la colistine
parmi les antibiotiqued’importance critique. Parmi les justifications, il est précisé que ce
choix, a été fait notamment pour éviter un redarsage vers autres classd&ntibiotiques, en
raison du bénéfice clinique toujours positif pour la colistine, mais tout éigisou 1’impor-
tance de diminuer son usage de moitié en 3tatisn renforcer la surveillance (Anses, 2016a)
Cependant, ces avis sont susceptiblégdmodifiés a tout moment en fonction de I’avancée

des connaissances sur le sujet.

2.2.2. Autresindications

La colistine peut également étre utilisée (sous forme de CMf de sulfate de colis-

tine) par voie parentérale (intra-musculaire) afin de traiter certaines septicémies, mais cette

33



Problemes de toxicités

voie d’administration est minoritaire (Figure 6). Contrairement a la voie orale pour laquelle il
n’y a pas d’exposition systémique des animauxdu fait d’une absence de passage de la barriére
intestinale), cette voie posepeoblématique des résidus de colistindans les denrées issues

de ces animaux traités et destinés a la consommation humaine. La mise en tplape dlat-

tente avant’abattage de chaque animal traité permet de tenir compte de ce phénomene (cf.
2.5.2.

Enfin une tres 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. Problemes de toxicités

2.3.1. Néphrotoxicité

Historiquement, 1’usage de la colistine a été abandonné en raison d’une néphrotoxicité
élevéell est probable que cette toxicité ne soitpasi importante qu’anciennement suggérée
(Lim et al., 2010kn raison d’un manque d’études pharmacocinétiques et pharmacologiques a
propos de cette molécule (Li et al., 2005a). Toutet@gphénomenen’est pas a négliger car
dessignesd’insuffisance rénale aigue (IRA) seraient présents damas proportions atteignant
60 % des patients traitésavec des polymyxines (CMS ou polymyxine B) (Zavascki and
Nation, 2016)11 s’agit de I’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 associéd’asage de polymyxine survient généralement dans lea 5
7 premiers jours de traitements et kesplus souvent réversibleaprés 1’arrét du traitement
(Kelesidis and Falagas, 2015)augmentation du taux de créatinine sérique est le critére gé-
néralement observé dans ces casda diautres symptomes tels qu’une hématurie ou une pro-
téinurie peuvent également étre présents (Falagas and Kasiakou, 2006).
Une méta-analyse récente comparant polymyxine B et colistine a montré que des signes de

néphrotoxicité apparaissaient dans 24 a 74 % des patients traités avec du CMS (Vardakas and
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Falagas, 2016). Les auteurs ont également conclu que la néphrotoxicité associée a la colistine
était plus fréquente et plus précoce que pour la polymyxine B (Vardakas and Falagas, 2016).

De nombreux facteurs de risquede néphrotoxicité ont été mis en évidence comme la
dose de CMS utilisée (cumulée ou non), la durée du traitethehhjinistration concomitante
d’autres agents néphrotoxiques, 1’existence de comorbidités’age, la sévérité de la maladie
(Fiaccadori et al., 201@®rdooei Javan et al., 201Bogue et al., 2015). Un modele prédictif a
méme été développé pour identifier les patients a risque pour cette toxicité (Phe et al., 2014).
Cependant, ces résultats ne font pas consemrsusaison 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, 201ogue et al., 2015). Ainsinelétude rétrospective d’une cohorte
de 258 patients traités par la colistifie 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 cqnalume concentration plasmatique de colis-
tine a 1’équilibre supérieure a 2 mg/L pour I'une (Forrest et al., 2017) et 2,42 mglbur I’autre
(Horcajada et al., 2016) représentetaifacteur de risque majeur pour I’apparition de la né-
phrotoxicité. Ceci souligne qudndex thérapeutique de la colistine est tres étroit carobtenir
des concentrationdasmatiques a 1’équilibre supérieures a 2 mg/mL est I’objectif pour un effet

thérapeutique (Nation et al., 2016).

Concernant les populations pédiatriquesdes désordres ioniques tels que une hypo-
magnésie ou une hypokaliémie sont décrits parmi les effets secondaires les plus frggients (
et al., 2017Tekgunduz et al., 2015), mais des effets néphrotoxiques sont également rapportés
Ce taux varie entre 0 et 19 % selon les études (Alan et al.,, @élkbi et al., 201,(~alagas et
al., 2009h Goverman et al., 20QTosifidis et al., 2010Karbuz et al., 201,40zsurekci et al.,
2016 Paksu et al., 2012) mais cette valeur est, la aussi, difficile a comparer entre étude en
raison des disparités dans les doses utilisées. Siajogtind’études conclut que 1’usage de la
colistine dans les populations pédiatriques semble globalement sdr, certains auteurs soulignent
néanmoinga 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
facon précoce les signes de néphrotoxicité. Le dosage de créatinine sérique est le plus courant
mais il existe des limites a son interprétation (Ordooei Javan et al., 2015). Parmi les autres
marqueurs plasmatiques prometteurs, le dosage de la cystatin C apparait plus pertinent que la
créatinine; pour les biomarqueurs urinairésirinary neutrophil gelatinase-associated lipocalin
(NGAL) et la kidney injury molecule 1 (KIM1) seraieles plus sensibles (Ordooei Javan et
al., 2015).

2.3.1.2. Mécanismes impliqués

La colistine a tendance a s’accumuler dans les cellules tubulaires proximalescomme
décrit précédemmerdt il est trés fortement suspecté que ce phénomeéne produit les effets
toxiques (Azad et al., 2015&zad et al., 2015b). Cette néphrotoxicité induite par les po-
lymyxines se traduit notamment par waq@ptose précoce des cellules tubulaires, un arrét
du cycle cellulaire, une diminution de I’excrétion urinaire et du stress oxydati{Abdelraouf
et al.,, 2012Azad et al., 201,3Eadon et al., 2013).

Pourl’apoptose des cellules tubulaireFactivation de la voie des caspases liées aux « ré-
cepteurs de mort » et aux mitochondries semble étre le mécanisme prmeipal (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 proiveée

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,uaun mécanisme actif lié au transport rénal n’a été identifié pour le
momentDe plus, il n’est pas encore défini si le CMS et/ou ses dérivés sulfonés partiels sont
néphrotoxiques égalementll est cependant probable que le rein soit exposé a de fortes quan-
tités de CMS qui soient par la suite converties en colistine (en intra-rénal), et donc contribuent

a la toxicité (Zavascki and Nation, 2016).

En bilan, le mécanisme exact lié a la néphrotoxicité reste globalement méconnu et il est par
conséquent nécessaire de faire des études complémentaires a ce sujet pour améliorer la sécurité

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

2.3.2. Neurotoxicité

Des cas de toxicité centralent été rapportés dans la littérature jusque dans les années
1990 suite a I’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 a ’utilisation de la colistine serait due a 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 corticoides ou des relaxants musculaires est rapportée comme
facteur de risque de cette toxicité. Ces effets neurologiques disparaissent rapidement lorsque le
traitement est arrété (Falagas and Kasiakou, 2006).

Quelques cas de neurotoxicité ont été rapportés apres les années 2010, chez des patients
atteints de mucoviscidose et traités avec du CMS par voie IV (paresthésie, maux de téte, vertige)
(Claus et al., 2015). Les perfusions de CMS effectuées sur une période trop courte (30 min)
sont suspectées d’étre a 1’origine de ces effets toxiques mais un lien avec une diminution de la
fonction rénale d’un des patients n’est pas a exclure (Claus et al., 2015). La faible incidence des
cas de neurotoxicité est en accord avec la faible pénétration de la colistine dans le systeme
nerveux central, qui a été estimé a 5 % environ chez des patients de réanimation (Markantonis
et al., 2009).

2.4. Colistine et antibiorésistance

Comme touantibiotique, I’utilisation de la colistine a provoqué I’apparition de résistances

a I’encontre de cette molécule, que ce soit en médecine vétérinaire ou en médecine humaine.

2.4.1. Méthodes de détection des résistances

Traditionnellementla sensibilité d’une bactérie a un antibiotique se base sur la déter-
mination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) a cet antibiotidpaeméthode de
référence a I’heure actuelle pour déterminer la sensibilité des souches a la colistine (con-
cernant les Entérobactéri€®seudomonas aeruginosbAcinetobadter spp) est lméthode de
microdilution en bouillon (en milieu liquide) selon le standard ISO 20776-1 (EUCAST, 2016)

Il est notamment précisutiliser un milieu ajusté en cations, de réaliser le test avec la colistine
sulfate (pas le CMS) et d’utiliser du matériel a base de polystyréne. Cependant, en raison de la
récente publication sutimportance des liaisons non-spécifiques de la colistine a 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 CMEtest, etc...) ne sont pas recommandées

en raison de leur imprécision (Hindler and Humphries, 2013), notamment a cdaseaile

vaise diffusion de la colistine dans les géloses et sa liaison-non spécifique aux matériels plas-
tigues (Kempf et al., 2016).

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

CAST (European Committee on Antimicrobial Susceptibility and Testing) sont & >2 mg/L pour
les EntérobactérieB,. aeruginosatA. baumannialors que les seuils épidémiologiques donnés

par le CLSI (Clinical & Laboratory Standards Institute) ssop# mg/L pour ces mémes bacté-

ries (Kaye et al., 2016).

2.4.2. Mécanismes de résistances a la colistine

2.4.2.1. Résistances chromosomiques

Une partie des résistancesjuises a I’encontre de la colistine sont dues a des mutations
d’origine chromosomique et n‘entraine théoriquement aucun transfert horizontal de ces résis-
tances, a savoltintégration du matériel génétique provenaitine autre bactérie sans en étre
le descendant. Le mécanisme le plus courant eliaution de la charge négative globale
du LPS repoussant ainsi les molécules de polymyxin@gelkov et al., 2013).

Chez les Entérobactériesdeux systemes de régulation géniques bi-compBe&#\B
et PhoPQ,sont impliqués dans la modification du LPS (Dortet et al., 2016). Ces deux systemes
régulent I’expression de génes de la famillmr qui ont une action sur la biosynthese de lipide
A en yajoutant 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 dBns de ces 2 systémes (Ou
les deux) conduit & sur-exprimer les géRes et donc obtenir un LPS plus riche en pEtN et L-
Ara4N. Il en résultainsi une charge nette positive du LP$mpéchant la colistine d’inte-
ragir. L’implication de ces deux systémes de régulation a ét¢ démontré pour P. aeruginosa
(Macfarlane et al., 199%cPhee et al., 2008/1oskowitz et al., 2004). Ces modifications pro-
voquent I’augmentation de la CMI a la colistine, dans une étendue de 3 a 32 mg/L le plus sou-
vent (Dortet et al., 2016) mais des mutations particulier@sniB peuvent provoquer des CMI

audela de 512 mg/L pour certaines souches (Moskowitz et al., 2012).
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Figure 9: Mécanismes moléculaires de la résistance a 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 (& droite)D’apres (Dortet et al., 2016).

PEIN : phosphoéthanolamine; L-Ara4fdamino-4-désoxy-L-arabinos&kDO : 2-céto-3-désoxyoctonate

L’activation du systeme PmrA et PhoP augmente également 1’expression du gene OprH
codant pour une protéine qui occupe les sites de fixation du magnésium sur la membrane em-
péchant ainsi la colistine de s’y fixer (Macfarlane et al., 2000UJn autre mécanismemajori-
tairement retrouve chez les entérobactérieBiaattivation du géene mgrB. Ce géne code pour
la protéine MgrBqui a une activité inhibitrice sur le systeme PhoP@Figure 10). Lors de
mutation de mgrB, le systeme PhoPQ est surexprimé et aboutit, la encore, a un ajout de L-
Ara4dN sur le LPS (Jayol et al., 2015)impact de ce type de mécanisme sur les valeurs de
CMI a 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 genes principaux impliqués dans la résistance a la colistine pour les
bactéries Gram négatif
D’aprés (Wright et al., 2015)

Cependant, certaines souches dont le systeme PhoPQ a été inactivé développent quand
méme des résistances a I’encontre de la colistine, démontrant ’existence d’autres méca-
nismes encore inconnugLim et al., 201QMacfarlane et al., 2000).es 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 systemes régulateurs du LPS ont été mis en évi-
dence comme le duo ParR-ParS dheaeruginosaqui participe a la mise en place de la résis-
tance adaptative chez les souches en contact avec des concentrations de colistine sub-optimales
(Fernandez et al., 2010). Globalemeht,agit d’autres voies de modification du LPS qui
restent encore a mieux étudier

Les polysaccharides de la capsule des bactéries pourraient également étre impliqués
dans les phénoménes de résistance car les polymyxines pourraient s’y lier limitant ainsi leur
accesa la membrane. Cependant, cette hypothese ne fait pas consensus et certaines études la
contredisent (Olaitan et al., 2014Bnfin, I'implication de certaines pompésefflux dans la

résistance aux polymyxines est également avancée (Srinivasan and Rajamohan, 2013).
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Des mutants col-R dg. coli, K. pneumoniae, A. baumaneiiP aeruginosant pu étre
sélectionnén vitro en faisant des cultures répétées sur des milieux avec concentration crois-
sante de colistine (0,616 ug/mL), ce qui soulignda rapidité de sélection sous pression
d’antibiotique (Lee et al., 2015a). Cependant, la stabilité de ces mutations differe entre les
souches puisque aprés passage répété sur milieu sans colistine, une m@aetéddenonas
testés est redevenu sensible, contre une minoritéEpaali et Acinetobactey et aucune Kleb-
sielle (Lee et al., 2015d)n colt biologique semble donc associé aux mutations chromoso-
miquesa I’encontre de la colistine, méme s’il ne concerne pas toutes les espéces bactériennes
(K. pneumoniag Ceci a été démontré pour des mutations au niveau du systeme PnwAB
durant un traitement a la colistine ont un co(t biologique pcnetobacterbaumannii(Yoon
et al., 2013). Moskowitz a montré que certaines souch@seledomonatres résistantes aux
polymyxines (CMI > 512 mg/L) par ce méme mécanisme peuvent perdre progressivement cette
capacité apres plusieurs passagegtro dans un milieu sans antibiotique, soulignant le fort
co(t biologique associé a cette résistance (Moskowitz et al., 2012). En conséquence, le cout
biologique peut étre associé a une baisse de virulence (commaA. dieazmanni), mais ceci
dépend du mécanisme de résistance impliqué (Beceiro et al, Pf)irharas et al., 2014) et la
baisse de virulence n’est pas systématique (Durante-Mangoni et al., 2015)u final, I’instabi-
lité des résistances chromosomiques a longtemps été avancée comme expliquant le faible

risque de diffusion de la résistance a la colisting.andman et al., 2008).

2.4.2.2. Résistances plasmidiques

Fin 2015, une équipe chinoise a montré pour la premieré’&istence d’un géne de
résistance a la colistine porté par un plasmidgetemcr-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 a la colistine
par transfert horizontal. En outre, le taux de transfert des plasmides pactahtdans cette
étude avait une valeur élevéle I’ordre de 10 & 10° (Liu et al., 2016).

Le génemcr-1 code pour une phosphoéthanolamine transféraggii catalyse 1’addi-
tion de pEtN sur le lipide Aprovoquant une baisse d’affinité de la colistine pour le LPS
comme pour les résistances chromosomiques (Figufeir et al., 2016). Globalement, les
niveaux de résistance associés a ce mecanisme semblent modérés, avec des CMI a la colistine

entre 4 et 16 mg/L (Poirel et al., 2016). Cependant, une sou¢hediqui hébergeait le gene
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mcr-1, avec une CMI a la colistine (1 mg/L) inférieure au seuil épidémiologique a été isolée
chez le porc (Fernandes et al., 2016). Cette observation tend a montrer que la détection des
souches résistantes a la colistine par un mécanisme de résistance plasmidiquendertgpe
peut se baser uniquement sur les valeurs de seuils épidémiologiques.

Unediversité importante de plasmides hébergeanncr-1 a ensuite été mise en évi-
dence, avec des taux de transfert par conjugaisuitro variables allant de 1§ & 10%, avec
méme parfois aucun transfert plasmidique selon les souches (Yang et al., 2017). La majorité de
ces plasmides pourrait se transférer aux Entérobactéries a des tatka@a®qDenervaud

Tendon et al., 20173pit de fagon moins fréquente qu’initialement avancé (Liu et al., 2016).

Cette multiplicité de plasmides laisse penser que la diffusioncdel pourrait corres-
pondre a divers événements génétiques distincts survenus de facon indépendante dans des ré-
gions géographiques éloignées (Poirel et al., 2016). Il a rapidement été motergéneencr-
1 est présent sur quasiment tous les continen¢dsie, Europe, Afrique, Amérique du Nord)
et de facon ubiquitaire puisque porté par des bactéries retrouvées chez ’Homme, les animaux,
dans les denrées alimentaires et I’environnement (Wang et al., 2017b).
En outre, le fait que les mémes plasmides soient retrouvés chez des souches de bactéries de
différents types illustre bien une diffusion ancienne (Haenni et al., 2016). Eresffétemcr-
1 a été détecté chez des bactéries isolées dans les années 1980 en (Sier et al., 2016)

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

Le réservoir d’origine de mcr-1 est supposé étre le monde animabour plusieurs
raisons (Nordmann and Poirel, 2016)
- I’usage important de polymyxines chez les animaux de production (cf 2.2.1)
- la prévalence decr-1bien plus importante chez les souches d’origine animale que pour celles
isolées chez I’Homme (cf 2.4.3)
- I’association de mcr-1 avec des résistances au florfénicol (antibiotique seulement utilisé en
médecine vétérinaire)
- I’association génétique de mcr-1avec une séquence d’insertion provenant de Pasteurella mul-
tocida(bactérie pathogene fréquente du monde animal)

En outre, des souches porteudescr-1 en association avec d’autres génes de résis-
tancesa I’encontre d’antibiotiques de derniers recours ont été détectées, notamment desar-

bapénémaseshez des porcs (alors que I’utilisation des carbapénémes est interdite chez les
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animaux de production) (Pulss et al., 2017) mais aussi chez des entérobactéries isolées chez
I’Homme (Poirel et al., 2016). Des co-localisations ades B-lactamases a spectre étendu

(BLSE) ont également été observées (Haenni et al., 2016) et ne semblent pas rare en Chine (Bi
et al., 2017).

Suite a la découverte du gemer-1, d’autres éléments génétiques mobiles ont été mis
en évidenceDes variants demcr-1 ont été identifiés, notammemicr-12 chez une souche de
K. pneumoniaen association avec des genes codant pour des carbapénémases (Di Pilato et al.,
2016). Le genencr-2 a été découvert chez déscoli d’origine porcine et bovine en Belgique
(Xavier et al., 2016). Ce gemede également pour une phosphoéthanolamine transférase
mais distincte de celle issue oher-1, avec une homologie de séquence d’environ 70 %. Si le
mécanisme d’action est identique a celui de mer-1, son mode de transmission serait différent et
pourrait expliquer sa prévalence plus faible (Sun et al., 2017) (cf infra). Lengéi®a été
détecté sur un plasmide chezkincoli d’origine porcine en Asie (Yin et al., 2017). Des ana-
lyses comparatives de séquences ont mis en évitfertgence de ce géne chez d’autres en-
térobactéries comnt€ pneumoniaetSalmonellaisolés chez des patients, souligname dif-
fusion déja en cours Enfin, la forte homologie de séquence avec des génes présendgchez
romonaslaisse penser guecr-3 proviendrait de cette espece bactérienne (Yin et al., 2017).
Enfin, tres réecemment, un gemer-4 a eté identifié che3almonellaetE. coliprovenant d’Es-
pagne, Italie et Belgique (Carattoli et al., 2017), illustrantdis&&mination déja importante
de ce géne en Europd.a co-existencede plusieurs types de gene de la famillerdesa été
observée chez uB. coli multi-résistant d’origine bovine, portantncr-1 et mer-3, sans réelle
connaissance sur I’impact d’une telle association sur les niveaux de résistance a la colistine
(Hernandez et al., 2017)

Enfin la découverte future de nouveaux génes de typecr (ou d’autres génes) est
hautement probable en lien avec les nouvelles techniques de séquencage a haut débit qui
permettent une surveillance accrue (Kluytmans, 2017). En outre, certaines souches résistantes
ne présentent aucune mutation chromosomique dans les génes précédemment cités, ni ne por-
tent de génes transférables identifilastrant ainsi que d’autres mécanismes restent & décou-
vrir (Wang et al., 2017a).

Contrairement aux mutations chromosomiques, la résistance plasmidique associée a
mcr-1 ne semble pas associée a un codt biologique ce qui lui permet de se maintenir, méme en

I’absence de pression de sélection (Liu et al., 2016).
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2.4.3. Prévalence de la résistance a la colistine

2.4.3.1. ChezI'Homme

Les données concernant la résistance a la colistine sont assez variables mais il est ob-
servé qualepuis son regain d’intérét en médecine humaine, la résistance a la colistine a
emergé Par exemple, en Gréce, la prévalence de souches col-R est passée de 0% en 2007 a
8,1% en 2008 et environ 24,3% en 2009 (Meletis et al., 2011).

Parmi les Entérobactérids, pneumoniaeest I’espéce la plus fréquemment associée
au développement de résistancgsh et al., 2014). Les études multicentriques avancent des
taux de prévalence entre 5 et 10 % environ en Europe pour cette espece (EFSA and ECDC,
2017 Giamarellou, 2016). Pou. baumannij la prévalence est autour de 4 % en Europe mais
avec des forts taux (< 80 %) dans les pays du Sud comme 1’Italie ou la Gréce. Concernant P.
aeruginosala prévalence est faible et inférieure a 1 %. Fouroli, les derniers chiffres du
Centre européen de prévention et de contrdle des maladies (ECDC) pour 2015 sont de 1,1 % de
souches résistantes (ECDC, 2016b). Pagsniduches d’Entérobactéries collectées par le pro-
gramme SENTRY entre 2014 et 2015 dans des hépitaux du monde entiévalence d’E.
coli col-R était de 0,4 % sur plus de 13 000 souches et de 4,4%ppaeumoniaeur plus de
7000 isolatgCastanheira et al., 2016).

Concernant les résistances de type plasmidiguéa prévalence chez ’Homme
semble globalement faible Moins de 0,1% des souché¥ntérobactéries du programme
SENTRY (cf ci-dessus) étaient positifs pooer-1 (correspondant a 4,9% des souches col-R).
Sur un screening de plus de 20 000 isolats de BGN issus du milieu hospitalier emmChibe,

a été détecté dans 1% descoli et <1 % pour les souches Kepneumoniaest Enterobacter
(Wang et al., 2017b). La méme prévalence a été retrouvée ctieztdsissus de volontaires
sains dans cette méme étude. En outre, une diversité de plasmides et de dored der-

teurs demcr-1 ont été retrouvés, soulignant une diffusion de ce gene. De fagon inquiétante un
fort taux de prévalence de souches intestinales pantanl (environ 10%) a été observé chez
des enfants nodiarrhéiques issus d’un hopital en Chine (Hu et al., 2017). La caractérisation

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

transmission depuis le monde animal.
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En Europel’existence de mcr-1 dans de nombreux pays a été rapidement reportée
(Al-Tawfig et al., 2017ECDC, 2016aSkov and Monnet, 2016) (Figure 11) mais la proportion
relatived’isolats d’origine humaine portants mcr-1est restée globalement faible (<1%) (EMA,
2016b).

N

Isolate sourcel(s):

. « : ; Animals, humans
[7] Animals [ ]Humans [] Animals and humans [[7] Animals and environment Sl

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

Pour les autres variants aer, il est encore trop tét pour avoir des données globales de
prévalence ; cependambcr-3 a été identifié chez des souches d’entérobactéries isolées chez
I’Homme a partir de 2009 au Danemark a des taux inférieurs a 0,1% (Litrup et al. Ra@t7
et al.,, 2017), mais ces résultats ne sont probablement pas représentatifs de la prévalence en

Europe.

2.4.3.2. Chezles animaux domestiques

Les prévalences de bactéries porteuses de résistances a la colistine sont tres variables
selon les régions du monde. Concerriantoli, considérée comme une bactérie sentinelle du
microbiote intestinal, déorts 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. colirésistants a la colistine d’origine porcine, passant de 7 %
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en 2007 a 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 a rapprocher de
I’usage de la colistine en tant que promoteur de croissancealans cette région du globe. Par
exemple au Japon, environ 52 %€Hlecoli sont colR dans les fermes utilisant cette pratique
contre environ 5 % pour les fermes ne 1’utilisant pas (Katsunuma et al., 2007b). Conscient du
risque associé a cette pratique et de la découvenred# la Chine a tres récemment interdit

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

En Europe, les taux de prévalence de col-R cleszentérobactéries commensalég.
coli) issus d’animaux sains restenglobalement faibleg<1%) en production porcine et avicole,
méme 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 a traitement antibiotique), avec par exemple une préva-
lence autour de 10 % chez les porcs en Belgique (Boyen et al., EdlB)ance, le réseau
RESAPATH dirigé par 1’Anses surveillel’évolution des souches pathogenes col:epuis
2010, unébaisse est remarquée dans toutes les espéces de productwec par exemple une
baisse de 12 & 3 % environ des souéhewli pathogénes col-R isolées de porcs avec infection
digestive (indication principale de la colistine) (Anses, 2016b). Ces résultats laissent penser que
la diffusion des souches pathogenes (en France) reste limitéeSamanella espece bacté-
rienne zoonotiqud’intérét, des prévalences de 1 & 2 % sont retrouvées en Europe, en prove-

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

Concernant plus particulierement les résistancea la colistine d’origine plasmi-
dique, une augmentation est notée également en Chine passant de 5,2 % en 2009 a 30 % en
2014 chez leE. coliissus 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 porcles 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 VYiétnamt al., 2016
Nguyen et al., 2016)Cependant, cette discrimination spatiale n’est pas absolue puisqu’une

autre étude en Allemagne a montré quee-1 était présent dans 26 % des élevages testés entre
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2011 et 2012 (Roschanski et al., 2017), iajuSavec 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 feces ou échantillon individuel). En outre, le taux de prévalenoereen’aura pas
le méme impact selon la sous-population microbiologique considérée. Ainsi, au Japon la pré-
valence pour leE. coliissus d’animaux de production sain était trés faible (<0,1 % sur plus de
9000 souches) (Suzuki et al., 2016) mais ce taux monte a 13 % parmi environ 680 souches
pathogenes isolées de porcs malades (Kusumoto et al., 2016). Il est plus probable que ces
souches pathogenes aient été exposeées a la colistinayret pression de sélection ait favorisé
la présence decr-1.

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

d’animaux provenant de nombreux pays (Figure 1).

Initialement découvert en Belgique sur des souchesneitigs d’animaux malades en
2011,mcr-2n’a pas été identifié ailleurs. Une étude de prévalence en Allemagne sur la méme
périoden’a détecté aucune souche porteuse de ce géne, contrairemasrt B(Roschanski et
al., 2017). En Chinancr-2n’a également pas été détecté sur plus de 10 000 isolats de diverses
origines (Sun et al., 2017), soulignant une prévalence probablement trés faible. Congarant
3 etmcr-4 aucune information de prévalence n’est encoredisponible en raison de leur tres ré-

cente découverte.

2.4.4. Impact de la décontamination sélective digestive dans le

développement de résistance

Concernant particuliéerement ’usage de la colistine en SDD, cette pratique est mon-
trée du doigt casuspectée de sélectionner des souches caiRés son application (Bassetti
and Righi, 2014)Une étude néerlandaise a étudié I’usage de la SDD comme mesure de contrble
dans un contexte d’épidémie de K. pneumoniaewvec BLSE pendant 5 ans. En conclusion, une
augmentation de la CMI a la colistine des souches ainsi qu’une fréquence plus importante de

bactériémies dues a 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 ’'usage de SDD (Daneman et al., 2013).

Ainsi, il est souvent avancé que dans un contexte de prévalence de résistances aux anti-
biotiques faible, I’'usage de SDD ne semble pas augmenter cette prévalence (Oostdijk et al.,
2013 Wittekamp et al., 2015hu contraire de 1’usage lors de prévalence forte de souches ré-
sistantes (Halaby et al., 2013). Cependant, ces résultatsisomé faire consensugntre les
auteurs et nombreux sont cayi s’ inquietent de I’impact sur le développement de résistances
(Bassetti and Righi, 2018ion et al., 2012Zandstra et al., 201Zandstra et al., 2014).

Il est notamment souligné dans ces études un manque de suivi a long terme (sur plus de
5 ans par exemple) de la prévalence de 1’antibiorésistance, notamment chez les patients ayant
quittés les soins intensifs (van der Meer and Vandenbroucke-Grauls, 20f.3jpect n’est
pas a négliger puisqu’il a ét¢ montré que pendant la SDD, le nombre de bactéries résistantes
dans I’intestin pouvait diminuer mais qu’a la fin du traitement, la recolonisation permettait aux
bactéries résistantes de prolifédarnésistance a 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 génes de résistance est aussi mentionné (van
der Meer and Vandenbroucke-Grauls, 201B) étude s’est penchée sur I’'impact de la SDD
sur le « résistome » (ensemble des génes de résistances) intestinal des patients, grace a des tech-
niqgues de métagénomique (Buelow et al., 2014). Une augmentation du nombre de genes de
résistances (a la tobramycine) a été observée pendant la SDD et ces génes étaient en lien avec
des éléments génétigues mobiles présents chez des bactéries anaérobies (non cultivables).
Ainsi, la SDD peut potentiellement sélectionner et amplifier les genes de résistance parmi les
bactéries commensales du tube digestif, avec par la suite un risque de dissémination aux autres
espéeces bactériennes.

Enfin, ’usage de la colistine dans la SDD doit étre reconsidéré sous un nouvel angle
de vue avec la découverte de la résistance plasmidiguer (Rawson et al., 2016). Une pro-
cédure expérimentale sur ce sujet a été menée dans le cadre de cette these (cf Il. Partie expéri-

mentale).

49



Transmission et dissémination de mcr-1

2.5. Problématiques « One Health » liées a la colistine

2.5.1. Transmission et dissémination de mcr-1

La découverte dmcr-1a alarmé I’ensemble de la communauté scientifique sur la pro-
babilité dediffusion des souches résistantes porteuses de ces génes dieiieironnement,
le monde animal et les Homme%n I’occurrence, des genescr-1ont été retrouvés dans des
plasmides similaires des mémes especes bactériennes isolées dapaning de production,
de denrées humaines et de ’environnement soulignant une possible transmission entre eux
(EMA, 2016d). Plusieurs études supportent cette hypotbésetransmissiond’un E. coli
non-pathogéne porteur der-1entre ’animal et ' Homme est fortement suspectée en Asie,
chez un jeune homme qui nourrissait ses porcs sans vétements de protection (Olaitan et al.,
2014 Olaitan et al., 2015). En Chine, un échange entre animaux de compagnie (chien, chat) et
I’Homme est également avancée car des souches identiqué¥E. coli portantmcr-1ont été re-
trouvéesi’une part chez certains animaux et leurs propriétaires (Lei et al., 2817 yutre part
chez un vendeur d’animaux et esmémes animaux (Zhang et al., 201@Balimentation pour-
rait également jouer un réle de transmission deesbactéries résistantesgn effet, le por-
tage sain d&. coli positif pourmcr-1dans les intestins des animaux abattus peut constituer un
risque de contamination des viandes : de telles souches ont déja 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.,
2016¢)en plus du temps d’attente classique lors de I’'usage d’un médicament chez un animal
de production (cf. 2.5)2

De plus, la nourriture des animaux semble étre une source potentielde-dear des
souches porteuses du géne y ont été détectées (Lei et al., 2017). La caractérisation des souches
positives poumcr-1 isolées depuis I’intestin d’enfants en Chinea montré ’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 portearsidevaient une
prévalence significativement plus importante (34,7%) pour ce géene comparé aux éleveurs en

contact avec des animaux négatifs (15,5%) (Trung et al., 2017)., Enfooli est I’espéce
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bactérienne principalement porteuse dencr-1 ; or il s’agit d’une des bactéries les plus ubi-
quitaires et transmises parmi le tryptique animal-Homme-environnemen{Poirel et al.,
2016).

La globalisation dwommerce des animaux et des produits (denrées, ...) ainsi que
le transport de personnessont des facteurs probables de disséminationaiel. En effet, il
a été prouvé que certainsyageurs revenant d’Asie (la ou la prévalence de mcr-1 est la plus
forte) portaient de facon asymptomatique des souches positivespodrdans leur micro-
biote intestinal (Bernasconi et al., 2016). Lors de rassemblements de personnes a forte densité
un échange decr-1entre individuestégalement suspecté (Leangapichart et al., 201im)-
portation des denrées est également pointée du doigt car des souchmesr avent été détec-
tées en Suisse a partir de [égumes venant d’Asie (Zurfuh et al., 20163lors qu’aucun géne mcr-

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

Concernant ’environnement, mcr-1 a été retrouvé chez des souches présentes dans
les stations d’épuration (Ovejero et al., 2017) et les rivieres (Zurfuh et al., 2016), a partir de
légumes importés (Zurfuh et al., 2016) ainsi que dans la faune sauvage, chez certaines especes
d’oiseaux migrateurs venant de différents continents (Liakopoulos et al., 2016Ruzauskas and
Vaskeviciute, 2016)t parfois méme associé a d’autres génes de résistance comme des BLSE
(Mohsin et al., 2016). Ces résultats illustrent le risque de diffusion de cette résistance a la co-

listine.

L’utilisation massive de colistine (par voie orale) chez les animaux de production
est percue comme étant un risque majeur de sélection et diffusion aer-1 (Poirel et al.,
2016 Skov and Monnet, 2016):ependant, cet effet de causalité n’est pas toujours évident : en
France, une augmentation oher-1 dans le<s. coli porteurs de BLSE chez les bovins depuis
2006 est noté malgré une baisse significativewbagde de colistine dans cette filiere (Haenni
et al., 2016)L usage de colistine comme facteur de croissance dans certaines régions du monde
devrait étre stoppée en raison de son fort risque de sélection de souches résistantes (Rhouma et
al., 2016¢ Richez and Burch, 2016). Cependant, Besoli porteurs dencr-1 ont également
été retrouvés chez des enfants agés 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 pourmcr-1a 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 suggérent’gsgze de
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colistine chez les animaux n’est probablement pas le seul déterminant de la diffusion demcr-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 usageaura probablement qu’un impact limité sur la diffusion entre souches
d’origine humaine (Poirel et al., 2016) maiBaugmentation de son utilisation en médecine
humaine dans les dernieres anngesirrait renforcer la pression de sélection et la disper-
sion de cette résistance portée pancr-1 (Skov and Monnet, 2016) (cf 2.1.1). En revanche,

il est souligné que si la colistine est devenu un antibiotique de dernier resaurfHomme,

c’est en raison du mésusage et de la sur-consommation des autres antibiotiques ayant entrainé
la sélection de bactéries (multi) résistanfdsTawfiq et al., 2017). Omcr-1est fréquemment
présent dans des souches portants d’autres résistances a divers antibiotiques (dont des BLSE ou
des carbapénémajd&uo et al., 2016Poirel et al., 2016). Certains auteurs avancent méme
I’hypothése d’un lien historique entre ces types de résistances, soulignant ainsi que la réduction

de I'usage de colistine seule ne suffira pas a 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 présencent® -1, alors que la colistine n’est pas utilisée en médecine
humaine dans ce pays (Wang et al., 201Zxistence de génes de co-résistances plasmi-
diques avemcr-1est I’hypothése la plus probable pour expliquer ce résultat. En conséquence,
I’usage d’autres antibiotiques a la fois en médecine humaine et vétérinaire pourrait agir

en co-sélectioret maintenir/diffuser la résistance a la colistine assoaiée 4. Ainsi, la ges-

tion du risque lié a I’utilisation de colistine doit ainsi étre appréhendée de facon globale, sous

le concept « One Health » (Figure 11).
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Figure 12: Différentes voies possibles de disséminationElesoli porteur demcr-1 selon le

concept "One Health"
D’aprés (Rhouma et al., 2016c¢)

Globalement, 1’'usage important de colistine en médecine vétérinaire (notamment en
production porcine), la découverte de génes de résistance transmissis)edelirs préva-
lences plus élevées chez les souches d’origine animale ainsi que leur co-localisation avec
d’autres génes de résistance laissent craindre que la résistance a la colistine puisse se diffuser

rapidement, étre associée a des bactéries multi-résistantegansmettre a I’Homme.

2.5.2. Résidus et temps d’attente pour la colistine

L’utilisation de colistine chez les animaux de produntid I’instar des autres antibio-
tiques, peut entrainer jarésence de résidus d’antibiotiques dans les denrées alimentaires

d’origine animale. Cette problématique concertates les routes d’administration de la colis-
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tine ; cependant la voie parentéradeessenticllement concernée car ¢’est par cette voie d’ad-
ministration que des concentrations résiduelles peuvent étre retrouvées dans les tissus de con-

sommations.
2.5.2.1. Définition

La notion de « résidu » est définie de fagon réglemehteireoncerne toute substance
pharmacologiquement active préseduas les liquides et tissus des animaux apres 1’adminis-
tration de médicaments et susceptibles d’étre retrouvés dans les denrées alimentaires produites
par ces animaux.a présence de résidus d’antibiotique dans ces denrées eah probléme 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 a des concentrations seuils en résidus dans les denrées a ne pas dépasser pour la
protection du consommatewes LMR s’appliquent au principe actif du médicament antibio-

tique et sont adaptéad’espéce 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 (Tablgau 2

Tableau 2 Données de LMR pour la colistine

iR kg

Muscle 150

Foie 150

Rein 200 Bovin, mouton, porc, poulet,
Graisse 150 dinde, lapin

Lait 50

Eufs 300

! REGLEMENT (UE) N°37/2010
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Ainsi, pour s’assurer que les produits de consommation d’origine animale n’aient pas des
résidus en colistine adela des LMR, des temps d’attente ont été estimés. Par définitiories
temps d’attente correspondent au temps entre la derniere administration et la production de
denrées, pour lequlds concentrations résiduelles d’antibiotiques (ou autre principe actif)
dans ces denrées sont inférieures ou égales aux LMRndant ce temps, I’animal ne pourra

étre abattu et les produits d’origine animale (lait, ceufs) ne peuvent étre commercialisés.

2.5.2.2. Méthodes de calculs des temps d’attente

Les calculs desmps d’attente en Europent été définis par ’EMA et se basent sur une
analyse de régression linéaire (EMA, 1996) a partir de données expérimentales de déplétion
tissulaires.

Certaines conditions sont cependant nécessaires afin de pouvoir appliquer cette méthode et no-
tamment
» Homogeénéité des variances des données tissulaires log-transformées a 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 critéres a respecter ne sont pas absolus etekpaante I’un d’eux ne conduit
pasforcément a ne pas utiliser I’approche par régression linéaireette méthode doit étre pré-
férée a toute autre salbEMA (EMA, 2016a).

Méme si cette méthode de calcul est communément adoptée, de nouvelles méthodes sta-
tistiques sont mises en avant : en premier lieu, les modéles pharmacologiques basés sur la phy-
siologie (PBPK) (Lin et al., 2016). Ces modeles sont intéressants en raison de leur description
meécanistique 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.
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3. La modélisation pharmacocinétique basée sur la

physiologie (PBPK)

3.1. Le concept de la modélisation PBPK

En pharmacocinétique, les modéles couramment utilisés reposent sur un systéeme de com-
partiments (mono, bi ou tri le plus souvent) dans lesquels le compartiment central représente le
plasma et est reli@un ou plusieurs compartiments périphériques. Ces compartiments sont vir-
tuels et n’ont donc généralement aucune signification physiologique maisettent d’obtenir
les parametres PK primaires tels que les clairances et les volumes de distribution, Cependant,

ces modéles 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 (modeles
PBPK). Bien que reposant sur une approche mathématique similaire, ces modeles integrent des
données anatomiques, physiologiques@eanismes biochimiques, etc...oU les comparti-
ments représentent les organes ou tissus du ddgpsemble du modele est décrit par un sys-
temed’équations différentielles respectant la loi d’action de masse et permettant de décrire
1’évolution des concentrations en fonction du temps dans chaque tissu.Ainsi, I’intérét de cette
approche réside en sa capacité a décrire la distribution tissulaire des molécules, par exemple
pour des organes ou I’obtention de données expérimentales est difficile, voire impossible (Liu

et al., 2005).

Les modéeles PBPK ont I’avantage de reposer sur un cadre mécanistique quantitatif. Ils
sont utiles pour les extrapolations, notamment inter-espéces, en adaptant les parametres anato-
miques et/ou physiologiquemsi que les paramétres biochimiques lorsque 1’équipement enzy-
matique differe qualitativement et/ou quantitativement entre les especes. lls permettent égale-
ment de générer des simulations de profils PK sous différentes conditions physiologiques ou
physio-pathologiques (grossesse, obésite,.g{®arwich et al., 2012) et de réaliser des com-
paraisons intra-espéces (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.



Structure du modeéle

3.2. Elaboration d’'un modele PBPK

Selon le but recherché (développement d’un médicament, essai de toxicité, évaluation du

risque d’un contaminant...), les modeles PBPK pourront se différencier de par leur structure,

niveau de détail et leur parametrisation (Chiu et al., 2007).

Plusieurs étapes se succedemir la construction d’un modé¢le PBPK (Espié et al.,
2009 Lin et al., 2016) :

>

Le diagramme du modéle a savoir la représentation schématiquenthdéle
structural traduisant I’ADME de la molécule et sa description mathématiquepar

des équations différentielles.

La parametrisation du modele et sa calibrationa savoir I’intégration des para-
metres mécanistiques (physiologiques, biologiques, physico-chimiques). Deux ca-
tégories sont distinguées : lgarametres indépendantde la molécule étudiéet

lesparamétres 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 systéme

d’équations différentielles (utilisation de logiciels informatiques).

L’évaluation du modéle,pendant laquelle une validation est généralement réalisée
en comparant les prédictions obtenues précédemment avec des données expérimen-

tales. Des extrapolations peuvent également étre effectuées.

3.2.1. Structure du modele

La 1°"® étape consiste & sélectionner les organes qui seront représentés par un comparti-

ment spécifique dans le modeéle, avec une unique combinaison de valeurs des parameétres phy-

siologiques/biologiques spécifiques de I’espece étudiée. Les organes principaux sont ceux im-

pliqués dans I’ADME de la molécule mais aussi ceux d’intérét thématique comme les organes

ou un effet toxique peut survenir ou l&sus a ’origine des denrées en médecine vétérinaire.
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Structure du modeéle

Il est possible de représenter tous les organes du corps si besoin afin de développer un modéle
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 modéle décrit une fonction

bien précise (exemple : le liquide cérébro-spinal, la lymph€eci aboutit a la formation d’un

diagramme explicatif du modele (Figure)13
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Figure 13: Structure d'un modele whole-body PBPK.
D’aprés (Jones and Rowland-Yeo, 2013)

Il est également possible de regrouper certains organes en un unigue 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-a-vis de la mo-
lecule étudiée. Ce phénomene de lumping permet le développement de modeles « PBPK mini-

mal », qui sont moins complex@Cao and Jusko, 2012).

En outre, il est possible de détailler les compartiments en décrivant la structure interne de
chaque organe en sous-compartiments, relatifmilieu intra-cellulaire, au milieu interstitiel
et aI’espace vasculaire (capillaire) (Peters, 2012). Deux types de modele différents décrivent
alors ce processus (Jones and Rowland-Yeo, 2013)

»  Modele de distribution limitée par le débit de pesibn: les membranes tissulaires ne
limitent pas la diffusion de la molécule, qui est donc dépendante du débit de perfusion de
I’organe. Dans ce cas, on considére qu’il n’y a pas de gradient de concentration a I’intérieur
de I’organe (état d’équilibre instantané entre les 3 sous-compartiments). Les 3 sous-compar-

timents sont alors considérés comme une seule entité homogene (Biglre
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L’expression mathématique générale (modele débit limite)

»  Modeéle de distribution limitée par la perméabilitdans 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 intracellulaird.a vitesse pour atteindre 1’état d’équilibre dépend alors de
la perméabilité spécifique a I’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).

A

P Débit sanguin ( Tissue \1 Débit sanguin
B

P Débit sanguin ( Vasculaire \, Débit sanguin

Tissue
\_ J

C

P Débit sanguin ( Vasculaire \1 Débit sanguin

Interstitiel

\_ Intracellulaire )

Figure 14: Modéle débit-limité (A) versus modéles a perméabilité-limité avec 2 (B) ou 3 (C)
sous-compartiments.

L’¢étape suivante consiste en 1’expression mathématique du modele PBPK par le recours

a un systeme d’équations différentielles.

3.2.2. L’expression mathématique générale (modele débit li-

mité)

Un systéme d’équations différentielles (SED) est mis en place afin de décrire la totalité
des interrelations entre les différents compartime&esystemesefonde suia loi d’action de

masse, eXjicitée par 1’équation de Fick (Espié et al., 20QYones and Rowland-Yeo, 2013).
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L’expression mathématique générale (modele débit limite)

De fagon générald’équation différentielle décrivant les variations de quantités de la molécule

en fonction du temps pour un tissu non-€éliminateur (sauf le pouman) est

dA tissue __ dCtissue

dt = Vtissue T = Qtissue - (Cart - Cven) (Eq- 1)

avecCA;;ss,e €St la quantité dans le tissue considérgg;,.: le volume du tissuGyiseye: 1a
concentration tissulaireQ;;ss,e : l& débit sanguinC,,; : la concentration artérielle entrant le

tissu; C,.,, : la concentration veineuse sortant du tissu

En prenant en compte le coefficient de partage tissu:sang najéi Kjfustre I’affinité de la

molécule pour le tissue (cf. 3.ZBdessous), la concentration veineuse s’exprime par:

C.;
Cyen = t;{s;ue (Eq.2)

et I’Eq. 1 devient alors :

dAtissue
dt

C,:
= Qtissue - (Cart - t;;ue) (Eq- 3)

Classiguement, les organes éliminateurs dans ces modeéles sont le foie et les reins. Ainsi, avec

I’exemple du foiel’élimination métabolique est prise en compte dans I’Eq. 3 telle que :

dAfoie
dt

Cfoie

Kp

= Qroie - (Ci - ) = CLmet - Croien (Eq.4)

avecCLyy,,, : la clairance meétaboliquéy,;. ,, : la concentration libre du foieC;, : la concen-
tration totale a’kntrée dans le foie (qui tient compte de la concentration artérielle hépatique et
de celle de la veine poite

Le méme 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 modédlééquilibre de masse (mass balance) du systeme doit étre
respectéen s’assurant par exemple que la somme des débits régionaux sangasibien égale
au débit cardiaqué.’administration de la molécule est également décrite, et les équations qui

y sont liéesiépendent de la voie d’administration (orale, intra-veineuse, nébulisée,...).
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Parametrisation du modeéle et calibration

Les équations présentées ci-dessus sont génériques et des complexifications sont pos-
sibles pour tenir compte des processus spécifiques a la molécule. Aiasgsdnteractions
peuvent étre précisées dans le modele, notamment celles liées a des effets bio-chimiques spé-
cifigues comme des transporteurs actifs (Watanabe et al., 2009), des liaisons intracellulaires
particulieres (Dubbelboer et al., 2017) ou les interactions avec des récepteurs dans le cas des
anticorps par exemple (Wong and Chow, 2017).

3.2.3. Parametrisation du modele et calibration

Afin de compléter le modeéle et le rendre apte a prédire la PK de la molécule étudiée, certains
parameétres physiologiques, physico-chimiques et biochimiques sont indispensables. De facon

détaillée, on distingue

» Les parameétres indépendants de la molécule
Classiquemenit s’agit de paramétres physiologiques : les volumes des organes, les débits san-
guins tissulaires et le débit cardiaque sont utili€és paramétres sont propres a I’espéce ou a
la sous-population étudiée (enfants, obéses, femmes enceintes, etc). lls peuvent étrdabtenus
la littératurepour I’Homme (Brown et al., 19971CRP, 2002) et les especes animales fréquem-
ment étudiées (Lin et al., 2016), de facon expérimentale ou bien grace a des méthodes allomé-
triques (cf. 3.4.1.1).

» Les parametres liés a la molécule étudiée

Ces parametres sont de nature variée (Kp, liaison protéique, métabolisme hépatique en-
zymatique, etc...) et sont obtenus de diverses maniéres. IS peuvent étre obtenus par des expé-
rimentationsn vitro ouin vivo, I’utilisation de modelesn sillico ou a partir d’une combinaison
de ces 3 méthodes (Nestorov, 20Q7¢xemple des coefficients de partage (Kp) servira a il-
lustrer cette partie.

Afin de bien décrire la distribution tissulaire dans un compartiment a débit-limité, les
Kp de chaque organe sont des paramétres indispendahl&s traduisent 1’affinité de la mo-
lécule pour chaquissu. De fagon plus mécanistique, ce paramétre représente le degré d’accu-
mulation tissulaire di a différents processus tels que les liaisons protéiques, la séquestration

dans les lysosomes, etc. L’expression mathématique est la suivante :
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Résolution numérique des équations

Kp = CSstissue (Eq. 5)

Csssang

OU Cssyissye €1 CSSgqng représentent la concentration du compoEéquilibre dans le tissu et

dans le sang respectivement.

Pour obtenir les Kp, la méthode de choix reste la voie expérimentale, notamment
chez I’animal. Aprés une perfusion d&animal jusqu’a obtenir un état d’équilibre plasmatique
et tissulaire poula molécule d’intérét, celui-ci est sacrifié et des dosages sont réalisés dans les
différents organest le sang. Cependant, cette méthode reste laborieuse et souvent chere, et
n’est pas réalisable chez ’Homme pour des questions d’éthiques évidentes (Nestorov, 2007).
Des extrapolations a partir de donniegtro ont déja été utilisées (Ballard et al., 2000). Enfin,
des méthodein sillico basée sur des « Quantitative Structure-Activity Relationsf@SAR)
ont été développées pour déterminer les Kp, en prenant en compte les caractéristiques physico-
chimiques propres a la molécule (lipophilie, etc...) et aux tissus (teneur en différents types de
lipides, en eau,...) (Peyret et al., 2031Ruark et al., 20L4Schmitt, 2008). Ces méthodes per-
mettant de s’affranchir de 1’étape expérimentale, donc plus facile, apparaissent cependant moins

précises que la déterminationvivo (Jones and Rowland-Yeo, 2013)

Enfin, il est possible d’estimer ces paramétres en ajustant le modele avec un jeu de don-
nées expérimentales pendant 1’étape de calibration du modéle: les parametres inconnus

comme par exemple les Kp sont ainsi estimés (Henri et al.; 3adi et al., 2016)
3.2.4. Résolution numérique des équations

Le SED représentant le modéle est par la suite résolu grace a des algorithmes informatiques.
De nombreux logiciels sont disponibles pour réaliser cette tache, certains avec une interface
relativement simple d’utilisation mais avec des équations différentielles non modifiables (seule

la valeur des parameétres 1’est) et d’autres pour lesquels la flexibilité est plus grande potiuti-

lisateur, qui doit par luméme coder I’ensemble du SED (Bouzom et al., 20%2Jones and
Rowland-Yeo, 2013).
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Evaluation du modeéle

3.2.5. Evaluation du modele

Une fois le modele développé avec tous les paramétres connus, la capacité de prédiction du
modeéle est testé€ette étape de validationconsiste généralement & comparer les résultats
prédits par le modéle avec un jeu de données expérimentales extegues’a pas servi a
I’élaboration du mod¢le (Jones and Rowland-Yeo, 2013). Une fois validé, le modéle peut étre
extrapolé a d’autres espéces ou sous-populations particulieres (cf. 3.4), en adaptant les para-
meétres physiologiques et en ajustant le mosiebesoin. Une fois encore, I’extrapolation né-

cessite ensuite une comparaison avec un jeu de données expérimentales pour validation (Jones
and Rowland-Yeo, 2013).

3.3. Limites des modeles PBPK

Pour une description précise de I’ADME d’une molécule, il faudrait intégrer le maximum
d’informations sur les processus biologiques et biochimiques impliqués. Ceci implique le dé-
veloppement de modelels plus en plus sophistiqués qui n’est pas sans poser certains pro-

bléemeslors de I’estimation des paramétres inconnus :

» Dlidentifiabilité des parametres: il peut s’agir d’une non-identifiabilité structurale
guand, la correspondance entre les données observées et les valeurs des parametres 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 modéle sont peu sensibles aux changements de valeurs des parametres (Hengl et
al., 2007) Ces problémes peuvent par la suite produire des résultats erronés lors de ’'usage de
ces modeledans un but d’extrapolation. Parmi les solutions possilyleur s’affranchir de ces
problémesil 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 a des approches de modélisation

faisant intervenir des connaissanagsiorisur les paramétres (« prioy(Gelman et al., 1996).

» La plausibilité physiologique des parameétres estimésL’estimation des paramétres
inconnus permet d’améliorer 1’ajustement des données observées, mais les valeurs estimées

doivent rester physiologiqguement réalistes (Tsamandouras, 2015).
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L’extrapolation intra et inter-especes

» La corrélation des paramétres: en raison de leur lien physiologique, certains para-
metres estimés peuvent étre corrélés. Cette corrélation peut entrainer des biais dans les résultats.
Afin d’éviter ce probléme, il est parfois nécessaire de re-parametrer le modele en utilisant moins
de paramétres (Tsamandouras, 20d&}ui est en accord avec ’approche de parcimonie né-

cessaire lors de la construction de modele.

3.4. Applications de la modélisation PBPK

3.4.1. L’extrapolation intra et inter-especes

L’extrapolation inter-especes est intéressante, notamment lors du développement de mé-
dicaments, pour lequel les étapes pré-cliniques font intervenitwt&s chez 1’animal avant
de pouvoirextrapoler a I’Homme. En toxicologie également, les études chez I’animal peuvent
étre utiles pour permettre ungtrapolation et une prédiction de 1’exposition & une substance
chimique chez’Homme (Sweeney et al., 2009).

En outre, chez I’Homme, I’extrapolation intra-espéces a des sous-populations particu-
lieres est égament importante afin d’adapter au mieux les traitements pour des problémes
d’efficacité et/ou de sécurité. Comme, il est plus compliqué de mener des études cliniques chez
I’enfant que chez I’adulte, le développement d’approches permettant une adaptation des poso-
logies aux enfants est un sujet de recherche important (Knibbe and Danhofyladiiood,

2014 Vinks et al., 2015).

Différentes méthoded extrapolation peuvent alors étre 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
I’allométrie qui repose sur le fait que les mammiferes ont généralement des anatomie, physio-
logie, cytohistologie et biochimie similaires d une espéce a I’autre. Classiquement, 1’allométrie
transcrit la relation entre une variable biologique (Y) et son poid§ @&lon une fonction de

type puissance telle que
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L’extrapolation intra et inter-especes

Y=a-BW (Eq.6)
avec log a et log bordonnées a I’origine et la pente obtenues a partir de la représentation
graphique de log Y en fonction de log W (West et al., 1997).
Ainsi en pharmacologie, I’extrapolation intra et inter-espéces la plus communément uti-
lisée pour les parametres BEbase classiguement sur une relation telle que :

b
Xi = Xsta- (:W—M:tid) (Eq. 7)
Avec Xi : clairance ou volumeée I’individu i cible de I’extrapolation, Xstd : clairance ou vo-
lume de distributiostandard de I’individu de référence, BWi : le poids de I’individu i cible de
I’extrapolation, Wstd : le poids standard de I’individu de référence, b = le coefficient d’allomé-

trie.

La valeur de I’exposant (b) est de 0.75 pour la clairance et de 1 pour un volume selon
«I’allométrie théorique » (Anderson and Holford, 2008), en lien avec des concepts de géome-
trie fractale, permettant de prédire le métabolisme des différentes especes animales ayant une
large amplitude de taille et poids (West et al., 19D7jutres auteurs considérent que 1I’expo-
sant pour la clairance est de 0,67 (soit 2/3) car la relation entre taux métabolique basal des
mammiferes 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., 201H)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, 2QMhite et al., 2007) alors quéautres
assurent qu’en raison des imprécisions liées a 1’estimation de ces exposants, les valeurs obte-
nues ne seraient pas significativement différentes des val@liemétrie théorique (a savoir

0,75 pour les clairances par exempkenderson and Holford, 2008).

Concernant I’extrapolation de I’adulte a 1’enfant, de nombreux autres modéles allomeé-
triques ont été développés en se focalisant essentiellement sur la clairance qui est le parametre
majeurpour adapter la dose en fonction de 1’age (revue par (Mahmood, 2014)XMahmood,

2014)). Meme s’il n’y a pas consensus sur la méthode a utiliser, I’extrapolation basée sur 1’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
I’évaluation de ces différents modéles, pour adapter les posologies a I’enfant a montré qu’aucun

d’entre eux n’était réellement satisfaisant pour extrapoler sur I’intervalle entier de I’enfance (du
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L’extrapolation intra et inter-especes

nourrisson a 1’adolescent) (Johnson, 2008Vahmood, 2014) car ces relations allométriques ne
prennent pas en compte la maturation des organes. Une tendance a surestimer la clairance en
dessous d’un certain age pendant lequel les processus de clairances sont encore immatures est
observée (Edginton and Willmann, 2006). Dans ce cas, un parametre de maturation (MF) peut

étre introduit (Edginton et al., 2013) tel que :

BW enfan 0.75
CLenfant = Claguite- (™) + MF (Eq. 8)

BW aduite

Avec CLepfane: clairance chez ’enfant a prédire, CLg gy ¢ © clairance d’un adulte standard ;
BW,nfant - poids de I'enfant ; BWq gy, - poids de I’adulte standard (70 kg), MF : facteur de

maturation

Cependant, le facteur MF doit étre connu ou bien estimé de fagon rationnelle. 1l peut
étre soit compris entre 0 et 1, soit représenter une fonction de maturation plus complexe de type
sigmoide (Anderson and Holford, 2011), mais ce paramétre est considéré par certains comme
empirique et non basé sur des réalités physiologiques (Mahmood, RGiiides types de mo-
déles ont été déwglpés pour ces populations trés jeunes sans qu’aucun ne soit réellement plus
pertinent que les autres (Mahmood et al., 20LL4jtilisation d’une relation allométriqueu
I’exposant varie en fonction de 1’age serait le plus simple d’utilisation pour une premicre ap-

proche.

Ainsi, de nombreuses méthodes d’extrapolation basées seulement surallométrie sont
utilisées pour extrapoler a d’autres sous-populations, notamment pédiatriques. Ces méthodes
ont I’avantage d’étre relativement simples d’utilisation. Cependant, certains auteurs considerent
cesrelations allométriques, notammaeivec 1I’exposant 0,75, comme étant trop théorigeks
source de complication de calcul pour un résultat non significativetiférent 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 typd’extrapolations (Edginton et al., 20Q@ohnson, 2008Vlahmood, 2014)

3.4.1.2. Modele PBPK et extrapolation aux populations juvéniles
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L’extrapolation intra et inter-especes

La modélisation PBPK apparait comme un outil pertinent dans 1’extrapolation inter-age
(Barrett et al., 201,2Edginton et al., 2006). Pour construire ces modeles, il est préférable de
renseigner tous lefacteurs impliqués dans I’ADME de la molécule étudiéetde les adaptren
fonction de la sous-population considéré&st la capacité des modeles PBPK a prendre en
compte ¢s changements physiologiques liés a I’age (croissance, maturation des organes, etc)
d’une maniére mécanistique qui permet une extrapolation inter-age plus rationnelle (Emoto et
al., 2015).

Pour I’extrapolation aux populations pédiatriques, une des approches classiquement uti-
liséespasse par le développement du modéle PBPK d’abord chezl’adulte en utilisant les para-
metres dépendant de la molécule et les paramétres liés a 1‘adulte (Maharaj and Edginton, 2014).
Une fois le modé¢le validé chez 1’adulte (i.e. confronté & des données observdésitrapolation
se fait a I’enfant, en accord avec plusieurs postulats (Maharaj and Edginton, 2014)
> Les mécanismes de clairance sont identiques Eadulte et I’enfant : si certaines
1sozymes particuliéres du foie sont impliqués dans le métabolisme chez 1’adulte, les
mémes seront utilisées dans le modéle enfant.
» La structure du modéle est similaire.
> Les facteurs d’ontogénie sont basés sur des sujets sains en premier lieu (adaptable
chez des sujets malades par la suite).
» Lavariabilité des parametres physiologiques et biochimiques est considérée comme
similaire entre adulte et enfant (sauf si des données sur certains parametres prouvent

le contraire).

L’adaptation du mod¢le aux populations pédiatriques découle de la nature mécanistique des
modeles PBPK les parameétres inhérents a la molécule restent constants tandis que les para-
meétres spécifiques a la sous-population considérée (parameétres physiologiques, biochi-
miques...) sont adaptés. Ces donnéeshez 1’enfant sont majoritairement disponibles dans la
littérature (Edginton et al., 200BCRP, 2002).

La clairance est un parametre qui nécessite une attention partitai@r’extrapolation
en raison de son influence majesuel’exposition a la molécule (Maharaj and Edginton, 2014
Mahmood, 2014)La prise en compte de 1’état de maturation des mécanismes liés a la clairance
est nécessaire et ceci peut étres¢@mé grace 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 étre modifiéfometion de 1’age (Maharaj and
Edginton, 2014).

Les simulations obtenues sont ensuite comparées aued@édiatriques s’il en existe
afin de les valider ou de réajuster le modeéle si nécessaire ; sinon, ces simulations pourront étre
utilisées comme indications a propos de I’influence de I’age sur la PK de la molécule. Cepen-
dant, I’immaturité inhérente axipopulations 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 modele validé pour des enfants plus agépas forcément adapté
pour une population plus jeune et ne pourra étre utilisé pour réaliser des prédictions fiables sans
adaptations supplémentaire (Maharaj and Edginton, 2014).

Afin d’extrapoler de I’adulte a 1’enfant, plusieurs études ont comparé des méthodes se ba-
sant sur 1’allométrie classique ou sur des modeles PBPK (Mahmood et al;, K@hgoor et
al., 2016). Globalement, le recours aux modeles PB&¥Kavéré étre une approche plus satis-
faisante (moins biaisée) pour I’extrapolation, en lien avec les paramétres de maturation physio-
logique qu’il incorpore (volume des organes, débit sanguins, espace vasculaire et interstitiels
ainsi que les variations des cinétiques enzymatiques liées a la métabolisation/élimination de la
molécule). L’avantage tient donc dans la réalité physiologique des parameétres du modele en
opposition avec les lois allométriques qui ont une base plus empirique, méme si les auteurs
soulignent que ces résultats ne sont peut-étre pas transpoaablgss les moléculexst que les
prédictions liés a ces modeles PBRKpparaissent pas toujours meilleures que celles basées
sur I’allométrie seule (Mansoor et al., 2016)aut cependant souligner que le concéptlo-
métrieest d’une certaine maniére, inhérent aux modeles PBPK puisque les paramétres physio-
logiques (volumes des organes, ...) de ces modeles sont généralement exprimés en fonction du

poids corporels.

La modélisation PBPK apparaiinsi comme un outil d’aide pour déterminer les doses op-
timales a utiliser chez I’enfant, qui est de plus en plus présent au niveau réglementaire (Barrett
et al., 2012). Cependant, comme tout modele, une confrontation des prédictions avec des don-
nées observées obtenues dans les populations pédiatriques est souhaitable pour valider ces mo-

deles (Johnson et al., 2006). En outre, le développement de logiciels intégrant des bases de
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données physiologiques!’influence de 1’dge sur ces paramétres permet de réaliser plus aisé-
mentl’élaboration de modéles PBPK juvéniles (Johnson and Rostami-Hodjegan, 20K halil
and Laer, 201,12014)

3.4.1.3. Modele PBPK et extrapolation inter-espéces

Concernant I’extrapolation inter-especel’usage de relations allométriques sur les para-
meétres PK (clairance et volume de distributiaa)semble pas efficace lorsque I’ADME est
espéece-dépendante fait de I’intervention de protéines spécifiques (transporteurs, enzymes de
phase | et Il et protéines plasmatiques), ou pour des molécules avec une forte liaison protéique
et/ou avec une sécrétion rénale active importante (Huang et al., 2014 )efatobd’allomé-
trie apparait comme une méthode simple et rapide pour extrapoler des paramétres pharmacoci-
nétiques entre especes différentes, mais n’est pas une approche optimale pour prédire la ciné-
tigue plasmatique ou tissulaire dans les différentes espéeces (Lin et al., 2016) car elle repose sur
des bases empirigsi a ’inverse des modéles 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 I’extrapolation intra-espéce (cf ci-dessus), les modeles PBPK peuvent
étre utilisés pour de I’extrapolation inter-espéces, notamment de 1’animal vers I’Homme. L’in-
térét des modeles PBPK repose sur ldastipité a s’adapter aux variations importantes de

physiologie propre a chaque espece (Figuje 15
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Figure 15: Comparaison des poids des organes principaux entre animaux de laboratoire et

I'Homme.

Le poids corporel standard de chaque espéce ainsi que la fraction de poids relative de chaque organe sont repré-
sentés. « Remaining body mass: référe aux organes et autres parties du corps non mentionnés. D’aprés (Hall

etal., 2012)

La démarche est similaire a I’extrapolation de I’adulte a ’enfant, a savoir que le mode¢le
est d’abord développé dans une espéce particuliere puis extrapolé I’Homme en adaptant les
paramétres physiologiques et les parametres relatifs a la molécule si nécessaires.

De nombreuseétudes se sont intéressées a 1’extrapolation inter-espéces via des modeéles
PBPK afin de prédire la PK chez ’Homme (Hall et al., 2012Hu et al., 2014Kagan et al.,

2011 Parrott et al., 20%IThiel et al., 2015) et les différentes méthodes utilisées sont décrites
ci-dessous.

Hall et al. se sont basés sur une méthode tres 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 a I’Homme. Briévement, certains mécanismes biologiques ont été considérés comme étant
constants entre les différentes espéces, notamment les phénoménes 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 a ’interface tissu/sang) tandis que les données phy-
siologiques et anatomiquetiént adaptées a 1’espece considérée. Cette approche s’est avérée
satisfaisante pour I’ensemble des prédictions et semble donc valide pour des molécules dont le

transport et les réactions biochimiques associées sont similaires entre espéces. Dans le cas con-
traire, ’obtention de données supplémentaires sur I’espéce considérée est nécessaire. Pour cet

objectif, Pextrapolation in vitro-in vivo (IVIVE) combinée a la modélisation PBPK est une ap-
proche rapide, moins couteuse et éthiqguement souhaitable a condition de maitriser les change-

ments d’échelle (RostamiHodjegan, 2012).

Une autre étude a montré quiasple nombre d’informations préalables en lien avec la
molécule étudiée est important, plus le mo@skperformant dans son extrapolation a une autre
espece (Thiel et al., 201%)insi, en prenant I’exemple de 10 molécules, Thiel et al. ont réalisé
une extrapolation de la souris vers I’Homme en prenant en compte les différences d’especes
pour 4 types de parameétres
Les parametres physiologiques
La fraction libre plasmatique

Les paramétres cinétiques des principales voies d’élimination/excrétion

w0 NP

Le taux d’expression des genes dans les tissusllustrant I’abondance des d’enzymes
impliqués dans le métabolisme ou le transport des molécules

Il est ressorti de cette étude dueneilleur résultat d’extrapolation était basé sur les modéles
englobantl’adaptation de ces 4 types de paramétres simultanément par rapport aux modeles
avecadaptation d’un, de deux ou de trois de ces types de paramétres uniquement (Thiel et al.,
2015). @s résultats soulignent I’importance d’une connaissance avancée de I’ADME de la mo-

lécule étudiée pour obtenir des prédictions plus fiables.

On peut également remarguge les concepts d’allométrie classique sont parfois associés
a des modeles PBPK pour extrapoler les paramateesnus chez ’Homme. Ainsi dans le
développement d’un modele PBPK pour 1’alvespimycine chez la souris et 1’extrapolation a
I’Homme, les clairances ont été extrapolées a I’Homme grace a une relation allométrique avec

un exposant de 0,67 (Hu et al., 2014).
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Enfin I’extrapolation combinée inter-especes et inter-ages grace a la modélisation PBPK
est une approche intéressante pour extrapoler vers I’enfant. Cette méthode a prouvé son effica-
cité pourl’oseltamivir (Parrott et al., 2011). Les différentes étapes ont consisté en premier lieu
au développement d’un modéle PBPK chez le ouistiti adulte, qui a ensuite été extrapolé a
I’Homme adulte en suivantles mémes hypothéses utilisées pour I’animal et en tenant compte
des particularités d’espece. La méme démarche a ensuite été réalisée chez le ouistiti juvénile
en prenant en compte les changements physiologiqued’dgs. &uis une extrapolation a été
faite pour lenfant, en tenant compte des ajustements effectués pour le modele animal juvénile.
Ce type d’approche ayant recours a un modele PBPK développé chez des animaux adultes et
juvéniles pour extrapoler a I’enfant a étéégalement utilisé par d’autres auteurs (Yang et al.,
2014).

Cette méthode a été soulignée comme gtatihente pour I’objectif d’extrapolation mais
se heurte a certaines limités choix de I’espéce permettant une telle extrapolation est impor-
tant, a savoir un animayant des mécanismes relatifs a I’ADME proches de ceux de I’Homme
(Barrett et al., 2012). Les primates peuvent étre utilisés dans cet objectif mais des exigences
réglementaires et les codts limitent ce choix. Le porc apparait ainsi de plus en plus comme une
alternativepertinente pour la réalisation d’études chez le juvénile (Bode et al., 20&@sthuys
et al., 2016Swindle et al., 20L,2/an Peer et al., 2015)

3.4.2. Estimation des temps d’attente en médecine vétérinaire

Comme vu dans la partie 2.512stimation des temps d’attente se fait par des analyses
de régression linéad apres log-transformation des données de déplétion. Cependant, la modé-
lisation PBPKestde plus en plus utilisée en recherche dans ce dowraimar définition, ¢’est
une méthode qui décrit la distribution tissulaire des molécules notamment dans les organes
destinés a la consommation humaiPemi les avantages de cette méthode, la possibilité d’in-
tégrer diférentes voies d’administration ou de prendre en compte les effets d’une maladie
(Leavens et al., 2014) dans les prédictions du modéle en font une approche plus « réaliste » que
la méthode statistique traditionnelle utilisant un nonibrété d’animaux sains (Lin et al.,
2016). De nombreuses publications ont démontré les avartageselle approche dans 1’es-
timation des temps d’attente (revue de ces publications par (Lin et al., 2016). Ces modéles ont
notamment été utilisés pour déterminer les temps d’attente pour des espéces mineures, comme

par exemple pour I’oxytétracycline chez le mouton (Craigmill, 2003) ou encore estimer les

72



Estimation des temps d’attente en médecine vétérinaire

tempsd’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 parametres physiologiques en leur associant une distribution statistique (normale ou log-
normale) associée a une moyenne et un écart-type. Ceci permet de réaliser des prédictions adap-
tées pour uneopulation large d’animaux (comme en élevage), plutot qu uniquement pour des

individus moyens (Li et al., 2017).
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4. Objectifs de la these

Plusieurs problématiques en lien avec les différents uskgasistine en médecine humaine
et vétérinaire ont été abordés lors de cette thése. Ces aspects peuvent étre schématiquement

séparéselon la voie d’administration de la colistine (ou du CMS)

A. Administration par voie orale, sous forme de colistine, et problématique

d’antibiorésistance

A.l.  L’usage massif de colistine en médecine vétérinaire par voie orale est considéré
comme exercant une pression de sélection sur les souches résistantes a la colistine, et cette
pratique est contestée notamment depuis la découverte du gene plasmaidquéa filiere
porcine est largement concernée par cette problématique, car elle figure parmi les plus gros
utilisateurs de cette molécudéin d’enrayer les infections digestives en post-sevrage (EMA,
2016d). En raison deespropriétés physicohimique, la colistine n’est pas ou trés peu absorbée
par la barriere intestinale des porcs (Rhouma et al., 20Hbhc 1’exposition directe du mi-
crobiote intestinale est forte. Les conséquedaestraitement sur la sélection des souches col-

R et des génes de résistance telmoe 1 sont mal connesdans les élevages porcins (Rhouma
et al., 2016a) et seront explorées dans cette premiere partie expérimentale.

A.2. Chez I’Homme, la colistine par voie orale est également utilisée, pour des raisons
prophylactiques de décontamination sélective digestive (SDD). Cet usage est sujet a contro-
verse quant a son implication dans le développement de bactéries résistantes dans le microbiote
intestinal des patients. Avec la découvertende-1, cet aspect nécessite une exploration plus
pousséet sera 1’objet de la 2° partie expérimentale, par le recours a un modéle 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’améliorerles connaissances sur ’ADME du CMS et de la colistine, un

modeéle PBPK a été développé chez le porc aprés administration systémique de CMS. Ce type
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de modele permet de décrire de fagon mécanistique la distribution tissulaire des molécules,
notamment dans le reilicu ou la toxicité de cette molécule s’exprime. Le porc a été choisi en

raison de sa grande proximité physiologique avec I’Homme mais aussi car la colistine est éga-
lement utilisée en médecine vétérinaire. En effadplinistration par voie systémique de CMS

est minoritaire mais existe en production porcine. Se pose alors le probleme des résidus de
colistine retrouvés dans les viandeda déterminatiomes temps d’attente lié a I’usage de cette

molécule est nécessaire. Le modéle PBPK développé chez le porc a été appliqué pour cet ob-
jectif.

B.2.  L’administration du CMS par voie systémique est de l@rplus fréquente en

médecine humaine. Cependant, son utilisation engendre un risque d’apparition d’une toxicité

rénale non négligeable et 1’optimisation de la dose administrée est donc primordiale. Or pour

certaines sous-populations, comme les patients pédiatriques, peu de données cinétiques sont dis-
poniblespermettant d’optimiser les doses de colistine & utiliser, sans risque pour les patients

Ainsi, ’adaptation de posologie pour la population pédiatrique reste un sujet d’importance. Grace

au modele développé chez le padalte, une étude de I’influence de 1’age sur la PK du CMS et

de la colistine a été réalis8ar des porcelets d’ages différents (extrapolation inter-ages). Puis,

un travail d’extrapolation inter-espécad’Homme et I’enfant a été initié.

La synthése des objectifs de cette these est présentée dans la Figure 16.
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Figure 16: Objectifs de la partie expérimentale de la thése
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II. Partie expérimentale
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5. Antibiorésistance et usages de colistine par voie

orale

5.1. Impactd’un traitement a 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
a controverse depuis la découverte de la résistance plasmidigiieIl est craint qu’une sé-
lection de souches c®-puis une dissémination via I’environnement et 1’alimentation entraine
I’apparition d’infections bactériennes chez I’Homme pour lesquelles aucun antibiotique ne sera
efficace.Une étude expérimentale a donc été menée afin d’explorer 1’'usage spécifique de la

colistine par voie orale chez le porc et ses conséquences dans la sélentioride
5.1.2. Etude préliminaire

En premier lieu, il a fallu élaborer un modele de porcelet hébergeant de fagcon asympto-
matique une souche &e coliporteuse du gémacr-1dans son microbiote intestin&lobjectif

était de mimer la présence de ce gene a bas bruit dans un élevage porcin conventionnel.
5.1.2.1. Matériels et méthodes
e Animaux
Douze porcelets tout juste sevrés (agés de 3 semaines) ont été utilisés car ils sont la cible
majoritaire des traitementser osa la colistine dans cette espéce. Ces animaux provenaient
d’un élevage de I’Institut National de la Recherche Agronomique (INRA), et ont été élevés dans

des conditions conventionnelles. Ces porceigist recu aucun traitement préalable avec des

polymyxines avant leur inclusion dans 1’étude.
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e Souches bactériennes d®lI-

Deux souchek. coli(n°391 et 2305) isolées a partir de prélévements intestinaux de porcs
sains a I’abattoir (dans le cadre du plan de surveillanemmandité par le ministére de 1’ Agri-
culture francais) (Perrin-Guyomard et al., 2016) ont été sélectionnées en raison de leur résis-
tance a la colistine médiée par le gemz-1 (confirmé par PCR). Ces souches avaient toutes
les deux une CMI a la colistine de 8 mglUne PCR sur l'extrait plasmidique de la souche
(PureLink HiPure Plasmid Miniprep Kit (ThermoFisher Scientific, Dardilly, Frgre@ermis
de confirmer la localisation plasmidiquerder-1 Le type de plasmide hébergeanjéme mcr-

1 n'a toutefois pas été caractérisé a ce jour.

Ces deux souches ont en premier lieu été rendues résistantes a la rifampicine par culture
en bouillon supplémenté avec de la rifampicine a 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 a partir de prélevements fécaux dont
les composants sont susceptibles d’inhiber 1’activité de la colistine (Fleury, 2015). Apres avoir
vérifié la CMI des souches a la rifampicine (>512 mg/L), une analyse PCR a confirmé que ces
souches avaient toujours le géner-1 malgrécette nouvelle résistance induite. L’usage de
gélose Mc Conkey (ThermoFisher Scientific, Dardilly, France) avec rifampicine (& 200 mg/L)

s’est avéré efficace pour isoler ces souches mutées.

e Essai de conjugaisan vitro

La capacité des deux souches (n°2305 et 391) a transférer leur plasmidenprtant
par conjugaison a été testi@evitro en milieu liquide avec une souche récepticecoli J5
(notée ECJ5) résistante a la rifampicine (CMI> 250 mg/L) (Weill et al., 2004). Afin de pouvoir
discriminer ECJ5 des deux souches donneuses, ces dernieres ont été utilisées avant leur induc-
tion d’une résistance a la rifampicine (comme décrit dans le paragraphe sur les souches bacté-
riennes utiliségset ont été discriminées par leur résistance a la colistine.

Les souches donneuses ainsi que la souche réedpB5 ont été mises individuelle-
ment a incuber dans des tubes contenant du bouillon LB (Luria Bertani, ThermoFisher Scienti-
fic) sous agitation a 37 °C pendant une nuit. Puis 600 puL de chaque tube a été transféré dans un
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nouveau tube de bouillon LB (un pour chague souche) et incubé a 37°C sous agitation pendant
1 h pour obtenir des bactéries en phase de croissance exponentielle. Apres vérification par den-
sité optique de la concentration attendue (15o0a@téries/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 réceptyie¢ mis en incubation pendant 24 h a 37°C sans agitation.
D’autres ratios ont également été testés a 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.

e Optimisation de I’implantation des souches résistantes chez le porcelet

Pour chacune des deux souches (n°2305 et 391), deux pestddaoculation chez le
porcelet ont été testéane taille d’inoculum faible 1.1 UFC/mlet une taille d’inoculum forte
1.0 UFC/m. Trois porcelets ont été utilisés par protocole soit 12 au total.
L’inoculation se faisait par gavage grace a une sonde gastrique, avec une solution saline
de 5 mL contenant I’inoculum appropri€. Deux inoculations séparées de 24h ont été faites pour
chaque animal (DO et D1). Puis des prélevements réguliers de feces ont été réalisés sur une

quinzaine de jours.

e Effet d’un traitement a la colistine par voie orale sur la sélection des souches inoculées

A T’issue de I’étape précédente, le choix du protocole d’inoculation optimal a été effectué
et les animaux correspondants ont été ggrdésla suite de I’expérimentation (3 animaux par
souche, soit 6 animaux au total). Ces porcs ont été traité a partitjdur2pres 1’ inoculation.
Le traitement consistaitldadministration par gavage de sulfate de colistine (Acti Coli, Biove,
Arques, France), a la posologie recommandée en meédecine vétérinaire (100 000 Ul/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 contrbler de facon précise la dose adminis-
trée, contrairement a la voie classiquelpaiu de boisson ou I’alimentation. Des prélevements
de feces ont été effectués pendant et jusque 9 jours apreés la fin du traitement, afin de quantifier

les bactéries précédemment inoculées.
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e Analyses bactériologigues

Le suivi des quantités de soucliescoli porteuses dencr-1dans I’intestin des porcelets
s’est fait grace a des préléevements individuels réguliers de féces fraiches (par stimulatipn anale
et dénombrements bactériefzi¢vement, des prélévements d’environ 1g de feces ont été
broyés puis dilasdans 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 féces.

5.1.2.2. Résultats

e Essai de conjugaisan vitro

Aucune colonien’a poussé sur le milieu supplémenté avec a la fois de la rifampicine et de la
colistine, quelque soit le ratio entre souche donneuse et reces@lgmant ainsi 1’absence

de souches de type transconjugant.

e Optimisation de I’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 I’inoculum et n’ont pas été éliminées sur la période de suivi (environ 15 jours). Malgré la
variabilité importante, I’implantation de la souche n°391 est apparue relativement plus stable
que I’autre souche, et a donc été préférée pour la suite de I'étude. Afin de confirmer le choix de
cette souche, un traitement court a la colistine par voie orale a été effectue pour évaluer son

impactin vivo sur chacune des deux souches.
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Impact d’un traitement a la colistine chez le porcelet hébergeant un E. coli posdifr mcr-1
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Figure 17: Dénombrement fécal des souche&deoliinoculées (deutilles d’inoculum pour

chague souche) au cours du temps.
Faible inoculum 1.1¢ UFC/ml ; fort inoculurm 1.10° UFC/mI

e [Effet d’un traitement a la colistine par voie orale sur la sélection des souches inoculées

Les porcs ayant recu le faible inoculum (3 porcs pour chaque souche) ont été traité a partir
du 20 jour apres 1’inoculation
Des prélevements de féces ont été effectués pendant et 8 jours apres la phase de traitement,

afin de quantifier les bactéries inoculées comme précédemment décrit (Figure 18
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Figure 18 Dénombrement fécal au cours du temps des souchesaddi inoculées et impact

d’un traitement a la colistine.
L’inoculation avait été effectuée 20 jours avant le début du traitement. Le traitement & la colistine était de 100 000
Ul/kg/j divisés en 2 administrations.
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Les 3 jours de traitement a la colistine ont provoqué une légére baigsecdéfmoculées
pendant la phase de traitement mais de facon non significative. En outre, peu de différences ont
¢été notées dans I’évolution des quantifications deSE. colin®391 et 2305 avec ce traitement a la
colistine. En lien avec les conclusions du paragraphe préceédtsntla souche n°391 qua
finalement été conservgeur I’étude principale. Elle a été dénommée ECmcrl+ dans le reste

du document.

Une fois ce protocole d’inoculation optimal obtenu, I’étude principale a été menée chez
d’autres porcelets sevrés. L objectif a été d’évaluer I’impact d’un traitement colistine, a la dose
recommandée et a une surdose utilisée en élevage, sur la sélection de cette souche ECmcrl+ en
paralléle de I’effet sur les E. colitotaux. 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 I’International Journal of Antimicrobial Agents.
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Abstract

In this study, we assessed the selective effect of colistin orally administered to healthy weaned
piglets harbouring an intestinal mcr-1-positive Escherichia coli strain. Maximum
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1. Introduction

Colistin is an old polypeptidic antibiotic widely used in food-producing animals, especially in
pig production as oral group treatment and metaphylaxis against Enterobacteriaceae digestive
infections after weaning. Colistin is also used in human medicine as a last resort antibiotic
against multi-drug bacteria. The first plasmid-mediated colistin resistance gene (mer-1)
discovered in China at the end of 2015 [1] has raised concern about the risk of spread of this
resistance. Few months after, mcr-1 was detected in all continents, both in human and animals
[2]. European Medicines Agency emphasized the need of reducing colistin use in animal and
proposed to class colistin as critically important antimicrobials [3]. Scientific community
lacks of in vivo data about mcr-1, especially in commensal Enterobacteriaceae to properly
characterize the public health risk. We assessed here in piglets the selective effect of
controlled colistin oral treatments on commensal intestinal Escherichia coli harbouring a mcr-

1-positive strain with monitoring of faecal concentrations.
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2. Materials and methods

2.1. Animals and housing
Fifteen Large White-Landrace-Piétrain piglets were used to carry out the experiment, with no
history of antimicrobials treatments. They were weaned at 21 days old and then fed with a
standard non-medicated ration and had free access to water. After 5 days of collective
housing, they were put in individual boxes with no possible contact (8 days before treatment,

D-8).

2.2. Bacterial strain and inoculation
The original strain was a colistin-resistant E. coli (MIC = 8 mg/L) isolated from the intestines
of a healthy pig sampled in a French slaughterhouse [4]. This strain harbouring mcr-/
(confirmed by PCR) was made rifampicin-resistant (MIC > 512 mg/L) by spontaneous
mutation before inoculation and named ECmecr1+. The inoculation phase consisted of three
gavages (at D-7, D-5 and D-2) of 5 mL of about 10’ CFU/mL of ECmerl+ in saline

suspension.

2.3. Experimental treatment and sampling
Piglets were randomly divided into three groups of 5 animals and force-fed with colistin
sulphate (Acti-coli, Biové, Arques, France) using a polyethylene tube, from DO to D4 (5
days). RD group (for maximum Recommended Dosage) received 100 000 Ul/kg/day [5]
equivalent to 3 mg/kg/day of colistin base activity (CBA) [6], given twice a day as 1.5 mg/kg
in 5 mL solution; HD group (for Higher Dosage often found in pig farms [7]) received
200 000 Ul/kg/day equivalent to 6 mg/kg/day of CBA, given twice a day as 3 mg/kg in 5 mL
solution; the placebo group received water. Fresh faccal samples were taken on mornings

(after anal stimulation) from the day before ECmcrl+ inoculation (D-8) until 19 days after the
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end of colistin treatment (D23). This experiment was approved by the ComEth
Anses/ENVA/UPEC n°16 (French ethical committee) under the reference APAFIS#2905-

2015112717486085.

2.4. Microbiological analysis and colistin assay
About 1 g of each fresh faecal sample was diluted in saline solution. Selected dilutions were
plated on Mac Conkey agar (BD, Le Pont de Claix, France) alone or supplemented with 200
mg/L of rifampicin (Sigma, Saint-Quentin Fallavier, France) in order to count total £. celi and

ECmerl+, respectively.

Another specimen (1 g of faeces) from DO to D9 was kept at -20°C until colistin was assayed
by a LC-MS/MS method adapted from previous works [8, 9]. Briefly, faeces were mixed with
blank plasma and diluted in 10 mL of acetonitrile with 6% of trichloroacetic acid. After
vortexing, centrifugation and evaporation, dry matter was diluted in buffer (pH=7.2) with
blank plasma and loaded on Qasis HLLB Catridges (Waters, Milford, MA, USA). After
washing and eluates evaporation, residues were analysed by HPLC-MS/MS with a limit of
quantification (LOQ) of 1 pg/g of facces. Quality controls were prepared at 2.5, 12.5 and 18.8

ng/e of faeces.

2.5. Statistical analysis
Mean values of colistin faecal concentrations of the two treated groups were compared using
a Student-T test. Mean values of total faecal E. coli and of ECmecrl+ for treated groups were
compared to those of the placebo group using a Student-T test. All statistical analyses were

carried out using R 3.3.2 [10].
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3. Results

High faecal colistin concentrations were measured with mean values greater than or equal to

about 200 pg/g of faeces from D2 to D5 in the two treated-groups (Table 1). No significant

differences were observed between these groups (T-test) due to the high;
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4. Discussion

To our knowledge, this is the first in vivo study exploring the selective effect of colistin on
mcr-I-positive E. coli in pigs. Previous studies already attested a rare emergence of colistin-
resistant £. coli after oral colistin treatment of healthy [7] and sick piglets [11], therefore we
neglected it. Exogenous resistant bacteria inoculation in treated pigs already supported the
selective effect of other antimicrobials in these animals [12]. In order to control the colistin
doses, we chose to force-feed the piglets for treatment. The absence of significant differences
of faecal colistin concentrations between HD and RD groups was likely due to measurement
uncertainty. However, these results seemed relevant: with a daily faecal excretion of piglets of
around 250 g [13], we can estimate that about 60 and 95 % of the colistin dose was recovered
in facces for HD and RD group. This is consistent with the poor absorption of colistin
sulphate after oral treatments in pigs [5]. In addition, we chose to induce a rifampicin
resistance in ECmerl+ in order to monitor precisely this strain and due to the poor accuracy

of colistin-supplemented media for resistant Enterobacteriaceae isolation [7, 11].

The initial decrease of ECtot level before treatment and the slight continuous one of placebo

group were probably due to the weaning process that disturbed the microbiota equilibrium

[14] The h]gh Coijcf;ﬂ trantmant indiirad a cionificant radnntinn Af B tat "L?f-‘mmfmmnva'i*ag-m-uuu Leuuot

IUIL UL LA UL CUULIW vullpareud W

144 the placebo group (Fig. 1A), but the recommended dose poot
145  high faecal concentrations during the treatment phase (> 200
146 coli would be expected. Colistin high adsorption to faecal fib
147  decrease of its effect [15]. In addition, for polymyxin B, up t

148  be reversibly bound to faeces [16]. Although this was shown

90



Impact d’un traitement a la colistine chez le porcelet hébergeant un E. oodiitif pour mcr-1

151  of majority of colistin-sensitive strains (CMI <2 mg/L). Therefore, the absence of significant
152  difference of the ECtot evolution between the two treated groups is still unclear. The small
153  number of animal per group is perhaps a limiting factor. Moreover, inter and intra-individual
154  variabilities of faecal colistin concentrations were high, probably due to a heterogeneous

155  colistin distribution within faecces. Therefore, the actual effective concentrations of colistin, to
156  which bacteria were exposed within the digestive tract, are mostly unknown.

157

158  In the placebo group, the counts of ECmcrl+ were low but remained stable enough over the
159  experiment (Fig. 1B). No selective effect of colistin in treated piglets was observed as

160  ECmcrl+ stayed at a constant level over time, whatever the dose. This suggests that, in

161  standardized conditions, bacteria were exposed during a too short period to concentrations
162  within the selection window, i.e. between the MICs of indigenous E. coli and of ECmcrl+
163 (8 mg/L). In comparison, when colistin is administered on a large scale through water or feed
164  on pig farms, colistin concentration in faeces are lower [7] and much more variable [17];

165  therefore the probability to select strains harbouring mcr-1 increases. Despite this, no real
166  outbreak of mcr-1 positive strains exists in pig production in Europe [2] where a low

167  prevalence of mcer-1 positive E. coli is found (e.g. 0.5 % in French pig farms) [4]. In contrast,
168  a high prevalence is observed in Asia (more than 20 % in China) [2], where colistin has been
169  used for decades as growth-promoter for piglets [18]. This sub-therapeutic dose (about 4-5
170  times lower than therapeutic use [19]) administered during a long period is likely to give

171 digestive concentrations reaching the selection window of mer-1 positive strains. Awareness
172 of this high risk led China to ban colistin as promoter very recently [20]. This hypothesis

173 should deserve further considerations.

174
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S. Conclusions

In conclusion, under this experimental setting in piglets, oral dosing with colistin did not
induce selection of mcr-1 positive strains. Further investigations should be necessary to
confirm this observation in farming conditions (with colistin given via food or water and
piglets having contact between them). Meanwhile, a responsible and careful use of colistin is

required to preserve this last-resort antimicrobial agent.
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ACCEPTED MANUSCRIPT

260  Fig 1: Mean (+ SD) of counts of total faecal E.coli (A) and ECmcrl+ (B) before, during and
261  after oral colistin (or water) administrations for HD group (green), RD group (blue) and

262  placebo group (red). Vertical arrows indicate ECmecrl+ inoculations. The vertical dotted lines
263  indicate the treatment period (DO to D4). Horizontal dashed line represents the limit of

264  quantification (log 1.2) and data below this value were arbitrary put to value log 0.6. Similar
265  profiles were obtained when data below LOQ were fixed at zero or at LOQ. Significant

266  differences from placebo group with Student test: * (p<0.05); ** (p<0.01)
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TABLE 1: Faecal colistin concentrations over time in each treated-group®.

Mean = SD (and range) in ug of colistin base/g of faeces per day.

Treatment Group DO D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 D9

Recommended Dose 0 93.2+56.0 193.6+1445 217.4+103.3 197.1+54.7 262.5+57.8 4231228 1.8+0.3 Loa?
<

(100,000 Ul/kg/day) (28.1-149.9) (75.5 - 381.5) (74.2 - 327.0) (128.9- 261.2) (212.4- 342.1) (149-72.0) (1.6-2.2)

High Dose 0 119.6 £55.2 267.9+78.3 268.9+119.2 373.4+190.2 249.7+109.1 80.3+103.8 3416 <LoQ”

(200,000 Ul/kg/day) (61.2-188.9) (169.7 - 354.6)  (155.0-470.9) (141.6-669.5) (106.3- 372.4) (15.0-264.8) (1.7-5.7)

“Placebo group is not mentioned as all concentrations were null
®LOQ: 1 pg/g of faeces
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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 ECmcrl’a pas été sélectionnée. Ce résultat est importaiitiogplique
gue la pression de sélection de la colistine en élevage ne serait pas suffisante pour faire prolifé-
rer les souches hébergeantr-1chez le porcelet traité. Cependard,résultat’est probable-

ment pas généralisable a toutes les souches d’E. coli, ni toutes les espéces bactériennes.

Plusieurs aspects de cette étude peuvent étre didoeit@s$vi de ECmcrl+ s’est fait grace
a la résistance a la rifampicine qui a été induite et non par suivi direct de la résistance a la
colistine. Cette méthode peut révéler des faux positifs, a savoir des bactéries qui seraient tou-
jours résistante a la rifampicine mais auraient perdu leur plasmide portant Iengeheet
donc surestimer les résultats de dénombrements. Cependant, au vu des résultats obtenus, une
surestimation impliquerait des quantités de ECmcrl+ encore plus faible et donc confirmerait
une absence de sélection comme déja expliqué. En dittdaction de la résistance a la rifam-
picine a pu induire un co(t biologique & ECmcrl+ et donc diminuer la capacité de cette souche
a coloniser ’intestin et proliférer (Cavaco et al., 2008).

De nouveaux milieux permettant de discriminer de facon efficace les Entérobactéries ré-
sistantes a la colistine ont récemment été publiés (Abdul Momin et al;,Ii20ddmann et al.,
2016),et pourraient permettre de s’affranchir de 1’induction d’une autre résistance pour suivre
les souches inoculées. Gaflieux sont également intéressants pour détecter 1’émergence de
résistance a la colistine (par mutation), ce qui n’a pu étre effectué dans notre étude. Cependant
I’émergence de souche col-R semble rare commiéont montré de précédentes étudesvivo

chez le porc sain et malade (Fleury et al., 2&Rt®uma 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 endogenes des porcelets. Dans la littérature, les transferts de plasmides
portantmcr-1 ont été mesurés a des niveaux trés variables, allant'd& 1®* (Yang et al.,
2017) mais il est supposé que pour la majorité des Entérobactéries, ces transferts se font a des
taux entre 16 et 10* (Denervaud Tendon et al., 2017). Cependant, nos essais de conjugaisons
in vitro en milieu liquide ont échou& montrer un transfert du gémecr-1 entre la souche
ECmcrl+ et une souctie coli receveuseD’autres méthodes pourraient étre 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 transfartsivo. Chez I’ Homme, une étude a déja démontré I’existence

d’un phénomene de conjugaisionvivo d’un géne de résistance a la vancomycine dan&ntes-

tins, entre des souches d’EnterococcusEn administrant par voie orale a la fl@souche don-

neuse porteuse du géene (qui aurait été ECmcrl+ dans notre cas) et une souche receveuse (non
endogéne), des transconjugants ont ainsi pu étre détectés dans les féces (Lester et al., 2006). Ce

type de protocolgourrait étre a I’avenir testé avec des porcs.

Cette étude confirme également que le traitement a la colistine peut diminuer fortement la
population deE. coli endogénes 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 a partir d&s coli restants dans le tube digestif mais aussi par des souches exo-
genes, retrouvées dans 1’environnement. C’est peut-étre pendant cette phase critique que des
animaux non porteurs de souche positive poar-1 peuvent étre colonisés par des souches
porteuses dencr-1 en provenance d’autres animaux en contact. L’éventuelle diffusion de la
souche ECmcrl+ entre animaux n’a pas pu étre évaluée dans notre étude mais représente un

axe de recherche a poursuivre.
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Traitement a la colistine par voie orale chez lelr@bergeant un microbiote intestinal humain parteu
d’un E. coli positif pour mcr-1
5.2. Traitementa la colistine par voie orale chezle 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)4lZusage de la colistine dans le protocole de
décontamination sélective digestive (SDD) en médecine humaine est sujet a controverse. Son
efficacité en termes de diminution de la mortalité et des infections nosocomiales semble dé-
montrée mais ses effets $eidéveloppement de 1’antibiorésistance font débat. En outre, aucune
¢tude n’a été publiée sur I’impact d’un tel traitement dans le contexte de la découverte du géne

mcr-1

L’objectif général de cette étudetté d’évaluer ’effet d’un traitement a la colistine de
type SDD sur la sélection d’un E. coli positif pourmcr-1dans un modele animal expérimental
mimant 1’exposition du microbiote humain dans le tube digestif. Le rat axénique hébergeant un
microbiote intestinal humain a été utilisé car ce type de modéle se rapphactie]’Homme
gue les modéles 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 modéle de rats hébergeant un microbiote intestinal humain contenant la
souchek. colirésistante a la colistine en sous-dominance vis-a-vis de la population des
E. coliintestinaux 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. Etenfin, étudiel’effet sélectif de la colistine sur la souche porteuse du genel
Les travaux présentés ci-dessous regroupent les expérimentations qui ont pu étre menées

sur ce sujet lors de la thése et sont considérés comme des travaux préliminaires vis-a-vis de

1’objectif général.
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5.2.2. Matériels et méthodes

Cette partie décrit le « matériels et méthodes » général utilifémsumble de 1’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 axénigues Fish&environ 200g a leur arrivée et provenant de I’'INRA ont été
utilisés. Seuls des males ont été sélectionnés en raison de leur comportement plus docile. Les
rats ont été nourris avec des granulés stériles et abreuvés avec de I’eau stérile, de facon ad
libitum. lls étaient hébergés de facon individuelle dans des caj@sgérieur d’isolateurs sté-
riles. Afin de limiter I’influence du comportement coprophage des rats sur les résultats, ceux-

ci étaient hébergés sur une grille laissant passer les féces.

En outre des essais sur des rats conventionnels Sprague-Dawley (fournis par Janvier
Labs) ontpermis d’optimiser la dose de colistine et obtenir des informations sur la cinétique
fécale de colistine. Ces rats étaient hébergés de facon individuelle dans des cages, avec granulés

et eau a 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 expérimentation$.’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 1’étude sur le porcelet (ECmcrl+, cf. 5.1) a été conservée pour

cette étude. Brievement, cette souche non pathdg&inporteuse d’une résistance chromoso-

mique & larifampicine et d’une résistance plasmidique a la colistine (mcr-1).
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Le suivi de<. colitotales (notées ECtot) et de ECmcrl1+ s’est fait grace a des prélévements
réguliers individuels de feces fraiches (par stimulation anale) et des dénombrements bactériens
a partir de ces échantillons.
Afin de pouvoir suivre dans le temps I'évolution de la souche ECmcrl+ a partir des préle-
vements de féces, 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 ERRS$BNt censées étre exclusive-
ment la souche ECmcrl+. Cependant, une éventuelle pemerdkene peut étre
appréhendée par ce milieu (risque de faux-positif).
> le milieu nommé SuperPolymyxin (Nordmann et al., 2016) pouvant discriminer
spécifiquement les BGN col-R, dont Escoli (notées EC col-R) sans distinction
du mécanisme de résistance. Ce milieu est comjpjasé gélose Eosin methyléne
Blue (EMB) contenant de la daptomycine pour inhiber les bactéries Gram, positif
de ’amphotéricine pour inhiber les champignons et de la colistine a 3,5 mg/L pour
sélectionner les souches dont la CMI a la colistine est supérieure & 2 mg/L. Ce

milieu a déja été validé avec des échantillons fécaux (Nordmann et al., 2016).

Briévement, chaque prélévement de féces d’environ 200 mg a été broy¢ 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 feces) ou sur des géloses SuperPolymyxin (LOD =500 UFC/g

de feces).

5.2.2.3. Microbiote intestinal humain et inoculation aux rats

L’implantation d’un microbiote intestinal humain aux rats s’est fait grace a un don de maticres

fécales provenant de volontaires sains, n’ayant eu aucun traitement antibiotique durant les 6

derniers moisLe choix du donneur a été effectué sur la hieseésultats d’analyses bactériolo-

giques (par culture) et par comparaison des niveaux de population bactérienne (cultivable) avec
ceux issus de la littérature (Furet et al., 200@wland et al., 198%alminen et al., 1995). Le détall

des géloses utilisées est résumé damsaldeau SZen Annexe) et les résultats ldeguantification

du donneur finasont donnés dara Figure S1(en Annexe).
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Concernant 1’inoculation du microbiote intestinal humain aux rats axéniques, celle-Ci
s’est déroulée a partir de matiéres fécales fraiches provenant du donneur sélectionné, récoltées
dans un pot stérile et gardées sous atmosphére anagétiwbié un générateur d’anaérobiose
(GENbox anaer, Biomérieux).:échantillon transféré ensuite en chambre anaérobie, a été dilué
au 10et homogénéisé dans du bouillon au thioglycolate avec résazurine (Biomérieux). Ensuite,
1 mL de cette suspension fécale a été administrée a 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 ECmcri1+

e Objectif:

L’objectif était d’avoir un modele de rat hébergeant une flore humaine contenant une souche E.

coli porteuse dencr-1 en sous-dominanger rapport a I’ensemble des E. coli. Ainsi, il a été

nécasaire d’optimiser la taillede I’inoculum a administrer.

e Protocole :

Plusieurs scenard’inoculation ont été testés :

A. Administration simultanée d’un fort inoculum (=1 UFC/mL) de ECmcrl+ avec
le microbiote intestinal humain (n=3 rats)

B. Administration simultanée d’un inoculum moyen (~1¢° UFC/mL) de ECmcrl+
avec le microbiote intestinal humain (n=4 rats)

C. Administration simultanée d’un faible inoculum (~10* UFC/mL) de ECmcrl+
avec le microbiote intestinal humain (n=3 rats)

D. Administration décalée: d’abord le microbiote intestinal humain, puis, aprés sta-
bilisation de cette flore (19 jours), inoculatiétun fort inoculum (=10 UFC/mL)
de ECmcrl+ (n=3 rats).
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Des prélevements réguliers de feces ont été réalisés de facon individuelle afin de dénombrer
la souche ECmcrl+ et suivre son évolution au cours du temps en parallele de la pdpulation
coli totale (ECtot).

e Résultats :

Les résultats des dénombrements bactériens sont montrés sur la FiglsdriiBistration
décalée de la souche ECmcrl+ entraine la présence transitoire de la souche au sein du micro-
biote fécal des rats (Figured§ L’effet barriére de la flore humaine préalablement implantée
est probablement trop important pour permetteesadche ECmcerl+ de s’y installer.

Si la souche est administrée simultanément a la flore fécale, elle s'implante a des niveaux
de concentration dépendants de la taille de I'inoculum de départ. Lorsque l'inoculum est fort,
ECmcrl+ apparait dans la flore fécale des rats a des niveaux de concentration équivalents, voire
supérieurs aux autré&s coli endogenes. Ainsi, l€5. coliendogénes de la flore, sensibles a la
colistine, ne pouvant étre différenciés des E. coli résistants, ce schéma d'inoculatiGydeur |
n’a pas été retenu (Figure 19A).Le faible inoculum n’a donné qu’une présence transitoire de
ECmcrl+ (indétectable au bout de 5 jours) (Figui€)1Bnfin I’inoculum moyen s’est avéré
étre le meilleur pour obtenir la souche ECmcrl+ en sous-dominance pafnickelstotaux
(Figure 19B), ce qui correspondait au modeéle attefdaut noter cependant que pour I’un des
4 rats de ce groupe, la souche ECmcrl+ est devenue dominante au bout de quelques jours (a
I’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 a ce type de procédure
expérimentale n’est pas négligeable, ce qui a des conséquences sur le nombre minimal d’ani-
maux par groupe a utiliser.

Concernant la comparaison des deux types de géloses utilisées, les dénombrements bacté-
riens ont donné des résultats comparables chez les groupes de rats ou la distinction entre popu-
lationE. colisensibles et résistantes était possible (Figure 19B et C). Ceci suggere que la souche

résistante a la colistine majoritaire dans les feces est bien la souche ECmcrl+ qui a été inoculée.
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Figure 19 : Evolution de la population totaleElecoli et de la souche ECmcrl+ en fonction du schéma d'inoculation.

Protocoles administrations simultanées du microbiote et de ECmcrl+ a un fSty@&¥mL, A), moyen (1DUFC/mL, B, et faible inoculum (fDUFC/mL, C).
Administration décalée (D19) de ECmcrl+§UFC/mL, D) DO correspond a I’inoculation de la flore intestinale humaine.

Sur chacune des figures, I& foint correspond la quantification de I’inoculum. Pour les groupe & D, la gélose SuperPolymyxin n’a pas été utilisée.

Ectot: E. colitotaux ; EC col-R E. colirésistant a la colistine ; EC Rif-FE. coli résistant a la rifampicine (ECmcrl+) ; LOD : limite de détection
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5.2.3.2. Etape 2 :Détermination de la dose de colistine a utiliser chezle rat
pour mimer un traitement type SDD et cinétique fécale de colis-

tine

o Objectif:

La dose de colistine a utiliser chez le rat pour mimer un protocole de SDD a été optimisée en
réalisant un suivi des. colitotaux fécaux (ECtotyhez des rats conventionnels. Une diminu-
tion significative de cette population a €été considérée comme 1’objectif a atteindre. En outre,

une cinétique fécale de colistine a été réalisée en parallele.

e Protocole :

La dose classique de colistine sulfate ufiglisn SDD chez 1’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 a environ 5,7 mg GpAl&kgolistine.
Pour extrapoler aux rats, plusieurs doses ont éte testées
» ladose de colistine par kg chez ’Homme ramenée au poids standard du rat (dose
faible, n=5). Ainsi, pour un rat standard de 250 g une dose journaliéere de 1,4 mg
CBA a été administrée.
» une dose triple de la dose précédente a testée (4,2 miy GSe forte n=3).
La justification repose sur une publication qui a montrélguerapolation de
I’Homme & la souris nécessite de tripler la dose, probablement en raison de la
masse relative des intestins plus importante chez les rongeurs par rapport a
I’Homme (Speekenbrink et al., 1987).
» unedose intermédiaireentre les deux doses précédemtégalement été testée
(2,2 mg CBAjjr, n=3.

La dose journaliére a été donnée par gavage (1 mL par administration) en 2 fois espacées

de 6 h (matin et aprés-midi) pendant 3 jours.
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Des prélevements de feces réguliers ont été effectués (par stimulation anale) afin de dénombrer
leskE. colitotaux sur gélose Mc Conkeyagtisi comparer ’efficacité du traitement a la colistine

selon la dose administrée pour « décontaminer » le tube digestif.

Une cinétique fécale de colistine a également été réalisée, seulemdagpoupe dose

faible,afin d’avoir un apergu des concentrations fécales obtenues, mais également pour évaluer
si la sensibilité de la méthode de dosage de la colistine dans les féces était suffisante. Les pré-
levements fécaux ont été réalisés a partirdjodr de traitement et jusque 5 jours apres (soit
48h apreés la derniére dose). Pendant la phase de traitement (3 jours), la répartition des préleve-
ments a été faite de la facon suivante

% 11 échantillons entreet 2 h aprés une administration

% 9 échantillons entre 2 et 4,5 h aprés une administration

% 12 échantillons entre 16 et 17,5 h apres une administration

Puis a la fin du traitement
% 3 échantillons environ 25 h aprés la derniére administration
% 5 échantillons environ 40 h aprés la derniére administration

% 3 échantillons environ 49 h aprés la derniére administration

Les dosages de colistine dans les feces ont été réalisés par HPLC-MS/MS, en suivant la méme
méthodologie que pour les feces de porc (cf. 5.1.3) avec une limite de quantification a 0,125

Hg/g de feces.

e Résultats :

Les résultats des dénombrements de ECtot dans les feces des rats en fonction de la dose
de colistine utilisée sont présentés dans la Figure 20. Ni la dose stdnidHkenme extrapolée
au poids du rat (dose faible), ni la dose intermédiaire n’ont été efficaces pour diminuer de facon
significative la population d’E. coli. Malgré la variabilité assez forte, la dose forte a permis une
chute moyenne de 3 log dans les quantitéE.dmli 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 ’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, horrisbten-

tion de selles plus molles pendant le traitement.
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Figure 20: Suivi des ECtot dans les féces 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
DO correspond aufljour de traitement & 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 pg/g) ont été mesurées entre 1 et 2h aprés une administration
de colistine, mais la variabilité est forte avec une étendue des concentrations de 1,4 a 165 pug/g
de féces. Environ 16h aprés une administration, les concentrations restent élevées mais toujours
associées a une forte variabilité (entre 0,8 et 17 ug/g). Deux jours aprés la fin du traitement,

certains prélévements avaient des concentrations en colistine encore supérieures a la LOQ.
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Figure 21: Cinétique individuelle fécale de la colistine chez les 5 rats apres 3 jours de traitement

a la dose faible.
Les concentrations sous la limite de quantification (LOQ) ont été fixées a la moitié de la LOQ sur le graphique.
Le rat n°1 n’a eu des prélévements qu’apres la fin du traitement.

5.2.3.3. Etape 3 : Impact d'un traitement colistine (type SDD) sur la sélec-

tion de ECmcri1+

o Objecitif:

Apres obtention du modéle animal expérimental désiré et optimisation de la dose de colistine a
utiliser, I’effet d’un traitement a la colistine sur la sélection de ECmcrl+ a été évalué par un

suivi de cette population dans les féces.

e Protocole

Les 3 rats ayant une population ECmcrl+ en sous-dominance utilisés 1’optimi-
sation de ECmcrl+ (cf. 5.2.3.1, Figure 1PdBt été réutilisés dans cette expérimentation. Ces
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animaux ont été traités avec de la colistine sulfate a la dose journaliére optimisée (cf, 5.2.3.2)
soit 4,2 mg CBA/jr et administrée en 3 gavages par jour espacés de 6h.

Des prélevements réguliers de feces ont été réalisés de facon individuelle afin de dé-
nombrer la souche ECmcrl+ (avec les deux milieux de culture précisés ay Btx@i&e son

évolution au cours du temps en parallele de la population ®taldi (ECtot).

e Reésultats

La Figure22 détaille le suivi des populations bactérienBesoli au cours du temps. On peut
observer que la souche ECmcrl+ subit une sélection transitoire pendant le traitement a la colis-
tine (DO a D4). En effet, avant traitement, le ratio du nombre de ECmcrl+ 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 ECmcrl+ a pu étre 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 a des niveaux comparables a la phase de pré-traitement, avec ECmcrl+
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, la encore, la souche
ECmcrl+ était la seule souche d’entérobactérie résistante a 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
facon importante, passant en moyenne de 6,8 log/g de feces en début de traitement (DO) a 3,6
log/ g de feces a la fin du traitement (D4). La diminution Elesoli sensibles a peut-étre été

encore plus importante mais ceci a été « masqué » par la présence des ECmcril+.
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Figure 22: Evolution de la population totale. coli et de la souche ECmcrldrs d’un traite-
ment a la colistine.

L’implantation du microbiote contenant ECmcr1+ a eu lieu 20 jours avant le début du traitement (DO). ECtot: E.
coli totaux ; EC col-R E. coli résistant a la colistine ; EC Rif-RE. coli résistant a la rifampicine (ECmcrl;+)
LOD : limite de détection

5.2.4. Discussion/ Perspectives

Cette étude expérimentale a permis de mettre en place un modeéle de rats hébergeant un
microbiote intestinal humain avec préseddene souché. coli porteuse dencr-1en sous-
dominance. Méme si la flore implantée daasnodele animal ne mime pas de fagon complé-
tement fidéle la diversité du microbiote intestinal humain (Silley, 2009), ce modéle permet de
représenter le cas de patients étant traités a 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
gue de telles doses permettent une diminution drastique de la population t&atliéma-
joritairement sensiblahais que 1’impact sur la souche ECmcrl+ est limité, amenant a un phé-
nomeéne de sélection transitoire. En effet, malgré la diminution significative de la population
d’E. coli endogéene (ECtot), la souche ECmcnlest pas devenue dominante mais est restée
un niveau similaire a celui d’avant traitement (en sous-dominandess resultats de cinétique

fécale de colistine ont souligné que les concentrations mesurées peuvent atteindre de fortes
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valeurs (> 100 ug/g dedes a la dose faible), ce qui implique que les concentrations intesti-
nales devraient étre suffisantes pour tuer la souche ECmcrl+ dont la CMI & la colistine est de
8 ug/mL. Cependant, comme poes tésultats de cinétique fécale chez le porc, 1’existence de
liaisons non-spécifiques de la colistine aux feces pourrait diminuer drastiquement la fraction
libre pharmacologiquement active (Van Saene et al., 1985). Cette cinétiqgue a également montré
que I’élimination complete de colistine est assez lente (concentrations encore mesurables 2
jours apres I’arrét du traitement) malgré un transit digestif rapide chez le rat pour les liquides
(Quini et al., 2012), ce qui pourrait égalemém¢ en faveur d’une adsorption de la colistine
sur les parois du tube digestif.

Ainsi, ces résultats attestent qué cette dose de colistine n’est pas suffisante pour élimi-
ner la souche col-R mais (iji’ellen’exerce pas une pression de sélection suffisante pour faire
proliférer la souche ECmcrl+. Cependant, dans cette étude, une souche non-pathogéne a été
utilisée. Dans le cas inverse, la baisse de la populatioali totale pourrait diminuer suffisam-
ment les effets de barrieres de la flore erdegle telle sorte qu’une souche pathogéne viru-
lente (et résistante) pourrait proliférer. Néanmoins, dans le protocole classique de SDD en mé-
decine humaine, une tiliérapie d’antibiotiques est utilisée avec notamment un aminoside (to-
bramycine essentiellement) (van der Voort and van Saene, @&id8)effet antibactérien peut
se combiner avec celui de la colistine et potentiellement éliminer les souclies col-

A T’instar de 1’étude précédente chez le porc (cf. 5.1), le transfert du gemmacr-1 entre les
souches n’a pu étre suivi en raison de la méthode d’analyse microbiologique utilisée. Nos essais
in vitro de conjugaison du gemnecr-1de ECmcrl+ n’ont pas montré I’existence d’un tel trans-
fert, méme s’il n’est pas possible de préjuger de ce phénomeéne in vivo. Enfin, le phénoméne
d’émergence, plutbt que de sélection, de résistance a la colistine (mutation chromosoniique)
pas été étudié, en raison de la présence de la souche ECmcrl+ qui « niasolgement de

telles souches mutées sur un milieu sélectif, comme le SuperPolymyxin.

Les perspectives liées a ce travail reposent sur la confirmation de ces résultats prélimi-
naires, a la fois sur un nombre de rats plus important mais aussi en comparant des groupes
traités avec colistine seul, avec la posologie complete 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. Modele PBPK chez le porc : distribution rénale et appli-
cation a I'’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 a la formaitiovivo de colistine. Les processus inhérents a
I’ADME du CMS et de la colistine sont complexes et encore peu connus. Le recours a la mo-
délisation PBPK permefexplorer ces processus d’un point de vue mécanistique et ainsi mieux
comprendre la distribution tissulaire de ces composés. Un modéle « whole body » PBPK couplé
a une approche de population de type non-linéaire a effet mixte (NLME) a déja été développé
pour le CMS et la colistine chez le rat (Bouchene, 20L6pjectif a étéd’améliorer ce modéle
en utilisant des données expérimentales supplémentaires chez le porc, notamment au niveau
rénal.

Le porc a été choisi comme espéce cible de la modélisation PBPK en raison de sa proximité
physiologique avec ’Homme, permettant des extrapolations inter-especes ultérieures (cf. 6.2)

En outre, le CMS est parfois utilisé par voie systémique en production porcine, ce qui donne
lieu a I’application de temps d’attente avant commercialisation des denrées issues de ces ani-
maux. Ainsi, comme application de notre modele PBPK, une estimati@s tdenps 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

[IV: 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
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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 x Landrace x 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

e 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 (Imalgene,
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.

e 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.

119



Modéle PBPK chez le porc : dighution rénale et application a [’estimation des temps d’attente

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.

e 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 Ul/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 Ul/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 Ul/kg; then a break of 1.5 h
was done to get sufficient in vivo hydrolysis of CMS into colistin; finally, 50,000 Ul/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 Ul/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.

e 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 Ul/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_cwus by ultrafiltration. Briefly, CMS was added to
blank plasma from pig at a theoretical concentration of 5 ug/mL and 0.5 pg/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- N° of experi- Dose of CMS Number Numbers of samples per
Route . Number of doses . .
pose ment (Ul/kg) of pigs pig (min-max)
Blood: 12
1 v 125,000 (1 h- infusion) 10 1 Urine: (2-9)
Kidneys: 1
CALIBRATION 2 IM 125,000 6 1 Blood: 12
3 v 75,000 during 1 h; 1.5 h without admin- 6 1 Blood: (1-4)
istration; 50,000 during 4 h All organs: 1
4 M 50,000 (divided in two administrations 1s Upto7 Blood: (1-4)
of 2 per day) (i.e. 14 injections) | Kidneys: 1
50,000 (divided in two administrati 3 Blood: 1
X ivided in two administrations . -
VALIDATION 5 IM 20 . L Kidneys, fat, skin, liver,
of 2 per day) (i.e. 6 injections)
muscles: 1

Notes: The abbreviations for the route:

model calibration.

IM, intramuscular injection; IV, intravenous injection. Some pigs were used in different experiments (n°1, 2 and 3) in




Modeéle PBPK chez le porc : distribution rénale et application a l’estimation des temps d’attente

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 pL of blank plasma was added
before homogenization with T-18 Ultra-Turrax homogenizer (KA*-Werke GmbH & Co. KG, Ger-
many). Then 20 pL 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 uL of a
50/50 mix plasma/water solution was added instead of 20 pL of colistin solution. Calibration range
of colistin was from 0.020 pg/mL to 10 pg/mL in plasma and 0.2 to 100 pg/g In tissues; the concen-
trations of quality controls were at 0.16, 0.63 and 3.80 pg/mL in plasma and 0.5,5 and 75 pg/g in
tissues; the limit of quantification were 0.02 pg/mL for colistin in plasma; 0.2 pg/g for colistin in all

tissues. For CMS, the LOQ was 0.15 pg/mL in plasma and 1 pg/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

e 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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(urine) (Fig. 1A). Remaining body was lumped into a compartment named “rest of body”. Each com-
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 Il) (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):

Ctis_
Kp _ SS

- Cplas_ss

(Eq. 1)
where Kp is the partition coefficient of the tissue, Ctis_gs is the concentration of CMS or colistin in
the tissue at steady-state, Cplas_gs 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 (K4 cus) 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 (CLpyq cms) Was expressed follows (Eq. 2):
CLhya cms = Vtissue- Knya cms (EQ.2)

Where Vijssue 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 (Kgeg corr) in-
volved in all organs (Fig. 1B) and estimated during model calibration. The intrinsic degradation clear-
ance (CLgeg corr) Was defined as (Eq. 3) :

CLdeg_COLI = Vtissue-Kdeg_COLI (Eq. 3)

Where Vijssue 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 Ill.

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 (CLgFgr cms), originating from kidney vascular space compartment and going into the prox-
imal tubules one (43). CLgrg cms Was calculated as the product of the glomerular filtration rate
(GFR) and the fu cys in plasma (experimentally determined). Colistin is excreted by glomerular
filtration thus a filtration clearance was also added (CLgrg corr), 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
(CLyeaps corr) Was estimated in the model, originating from the tubular lumen into the intracellular

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).
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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 IlI.

During model development, supplementary components were added in the final model and are represented
in blue (see Results).

Qxip: renal blood flow; Qug;: urinary flow; Qryg: tubular flow; CLgrr cms/CLgrr covr: 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 (K cpms)
and one for colistin (Kjpy corr)- 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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e 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 IV, a log-normal distribution of parameters was assumed. IV 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 IV 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 calibration step was performed with all experimental data described in section “Experi-
mental setup for model calibration” and summarized in Table I. Concentrations were 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 (CLp) 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 (Q;4):

(Cart— Cri )
Clg = %-ka (Eq. 4)

With Cg,: arterial concentration of CMS or colistin; Cy;4 ya: concentrations of CMS or col-

istin in renal vascular compartment

e 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 1). The 5" and 95"
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 ug/g).
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e 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 1V (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 Pirafia (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 IlI: physiological and chemical-specific parameters for PBPK model

Unbound fraction CMS

0.37

Compartments Volume (fraction | References Blood flow References
of BW) (fraction of CO)
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 (31, 39, 41) | Hepatic artery + (34, 38, 39)
0.027 GIT blood flow:
0.27
Kidneys 0.0048 (31, 41) 0.13 (38-40)
Vascular 0.067° (27, 29) - -
Extravascular 0.12° (30) - -
Tubular lumen 0.2%b (36) - -
Intracellular 0.613°¢ - -
Bladder 0.01¢ - - -
Rest of Body 0.14¢ - 0.12f -
TOTAL 1 - 1 -
- __________________________________________|
Other parameters Value References
(units)
Cardiac output® (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- Mean value +/- References
cient (Kp) SD (unitless)
Lung 0.73+0.31
Brain 0.71+£0.37
Heart 0.29+0.14
Muscles 0.10 £ 0.029 Experimental data
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

Experimental data

Unbound fraction col-
istin

0.4

(25)

2 defined as fraction of kidney volume; ® fixed to human value; ¢ calculated by subtracting all fractions of the
3 other sub-compartments; ¢arbitrary fixed; © calculated by subtracting all fractions of the other organs;’
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calculated by subtracting all fractions of the other organs except arteries, veins and lung; & 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

e Unbound fraction of CMS in plasma

We experimentally determined the fu ¢y by ultra-filtration at 37°C (Table Ill). 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

fu cys of 37 £ 3 % for pigs.

Table Ill: Results of experiments for the determination of plasmatic unbound fraction of CMS in
pigs (n=3)

Theoretical Measured CMS CMS concen-
CMS concentra- . . .
L . concentration tration inul- | Fraction Unbound
tion in parent Media . . .
. in parent solu- tratfiltrate of loss fraction
solution tion (ug/mL) (ng/mL)
(ng/mL)
Phosphate
5 6.3 4,5+0,5 28% NC
buffer
5 . 4.4 1,2+0,12 73% 0.38 + 0,04°
Pig plasma
0.5 0.49 0,12+0,01 75% 0.36 £ 0,02

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

e 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 pg/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 (Kppix cms)
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 Il. 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-
ferred as colistin “binding compartments”, were volume-less and with two different estimated
transfer constants (Kz;np corr and Kpinp our corr) (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 (CLg. cys) 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 (Kgeg corr 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-
proved the fitting (decrease in OFV of 20), with two different estimated “in and out” transfer con-
stants (Kon corr and Kogr corr)- 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 CL;eqps corLr) 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, Cl 95 % were satisfying (the wider interval being for the colistin absorp-
tion constant from IM depot, K,M_COL,) 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 Knrp; (26.6%) and the other to CLggc cms (43.5%), were

estimated.
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Table IV: CMS and colistin parameters optimised in the PBPK model

Korr cowr (W)

CLreabs_COLI (L.h)

[0.0051-0.0230]

106 (fixed)

Parameters (unit) Value 1\ Meaning
[CI 95%] [C195%]
cMS
1 0.262 CMS hydrolysis constant (common
Knya cms (h™) -
[0.238-0.290] for all compartments)
1 1.78 Absorption constant of CMS for in-
Kim_cums (h™) -
[1.39-2.35] tra-muscular route
0.217 -
Kpmiy cys (unitless) ) Kp of CMS compartments (com
- [0.189-0.242] mon for all compartments)
1 8.39 0.193 (43.5%) | Tubular CMS secretion from kidney
CLsec_CMS (L-h )
[6.53-10.94] [0.0840-0.403] | vascular space to tubular lumen
Colistin
« ) 0.389 0.0737 (26.6%) Ctolisttin non—renfal elilllﬂinatingfon—
deg_COLI [0.334-0.456] [0.0437-0.139)] stant (common for all compart-
ments)
4 5.99 Absorption constant of colistin for
Kim_cor (h™) - .
[3.09-13.77] intra-muscular route
K bt 0.187 “Binding” constant of colistin in
BiNp_coLr  (h™) -
[0.135-0.295] vascular compartments
K (h) 0.104 ) “Unbinding” constant of colistin in
BIND_OUT_COLI [0.0670-0.149] vascular compartments
1 0.0910 “Binding” constant of colistin in
Kon_corr (h™) - . .
[0.0524-0.157] kidney intracellular compartments
0.0145

“Unbinding” constant of colistin in
kidney intracellular compartments
Reabsorption of colistin tubular lu-

men into intracellular compart-
ment

Residual errors (proportional)

RVplas_CMS (CV%)

RVyias corr (CV%)

Common RV term of
CMS and colistin in
plasma (CV%)

RVtissue_CM S
(CV%)

RViip (CV%)

RVyring (CV%)

41
[37-47]
41
[37-45]

28
[23-34]

33
[25-44]
57
[44-76]
51
[41-63]

Proportional residual error for
plasmatic CMS concentrations

Proportional residual error for
plasmatic colistin concentrations

L2 data item method

Proportional residual error for the
tissue CMS concentrations

Proportional residual error for kid-
ney total concentrations

Proportional residual error for uri-
nary total concentrations

IIV: inter-individual variability; Cl: confidence interval; CV: coefficient of variation

133




Modeéle PBPK chez le porc : distribution rénale et application a l’estimation des temps d’attente

e 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 IV and the large 90% CI.
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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
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160

T T T T T T T T
180 200 220 240 260 280 300

)

138



Modeéle PBPK chez le porc : distribution rénale et application a l’estimation des temps d’attente

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.
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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 pg/g).

e 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 (ti/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 ti/, 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 Il) 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 pg/g, Fig. 6A) and 63 h after the
last IM injection (5.6 * 1.9 ug/g, Fig. 6C), the terminal t1/; 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 pg/g were observed. A renal accumulation was observed with concentrations at 7.0 +
1.3 ug/gand at 14.7 £ 9.9 pg/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/cou: unbound fraction of CMS/colistin; GFR: glomerular filtration rate

e 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: Koy cori, Korr corr @nd Kgeg corr- The most important was
Korr covr 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 pg/kg).

WT: withdrawal time, rounded to the next whole day

Table V: Results of the local sensitivity analysis

Estimated Impact of a +10% in value on Impact of a -10% in value on
parameters output® (in % of absolute variation) | output?® (in % of absolute variation)
cMS
Knya_cus 1.09 0.67
Kim_cus 0.22 0.40
Kpmix_CMS 0.54 0.44
CLsec_CMS 0.54 0.66
Colistin
Kdeg_COLI 4.59 5.45
Kim_cori <0.1 <0.1
Kpinp_coLr <0.1 <0.1
Kpinp_out_coLr <0.1 <0.1
Kon_coLr 2.95 3.50
Korr_coLr 8.29 9.05
CLreabs_COLI <0.1 <0.1

2The 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
tailed in Table IlI.

for output. All parameters are de-
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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 ty;0f 1.2 h,
whereas the PK of colistin was biphasic, with a distribution t1/; of 1.8 h and a terminal t1; 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), vascular “binding compartments” were
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
a-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 Ul/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/; 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 (CLyeqps corr) 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 (Kgeg corr) 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 back within the systemic circulation. Finally, the use of a renal intracellular “binding” compart-
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 pg/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
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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

III

quantified residual variability. This is important as the WP calculation applies for a global “popula-
tion of treated animals” and must include 99% of them. This approach is also efficient to handle
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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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.
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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 ug/kg).
WT: withdrawal time, rounded to the next whole day
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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)

dAtissue_CMS _

Ctissue_CMS )
dt

Qtissue - (Cart_CMS - - Ctissue_CMS- CLhyd_CMS (Eq. 1)

KDtissue_cms

dAtissue_COLI _

Ctissue_COLI )
dt

Qtissue -(Cart_COLI - - Ctissue_COLI- CLdeg_COLI + Ctissue_CMS- CLhyd_CMS-RPM (Eq- 2)

KDtissue_coLl

. Equations for CMS and colistin in veins (Eq. 3-4), arteries (Eg. 5-6), vascular binding compartments (Eq. 7-8) and lungs (Eq. 9-10)

dAvein,CMS _ Z(Q . Ctissue,CMS
- tissue -

ot o — Cvein.cms - CLnya vein.cus + Kim_cms -Aim_depot_cms (EQ.3)
Dtissue_CMS

dAvein_COLI _ Ctissue_COLI
dt - Z(Qtissue . KPtissue COLI) + Cvein_CMS . CLhyd_vein_CMS .RPM — Cvein_COLI -CLdeg_vein_COLI + KIM_COLI -AIM_depot_COLI -

KBIND_COLI ' Avein_COLI + KBIND_OUT_COLI . Avein_BIND_COLI (Eq 4)

dAart_cMs =CO0 Clung,CMS

4 — Cart_cms) — Cart_cms- CLlnya_artcus  (EQ.5)
t KPiung_cms

dAgrt coLl __ co Clung_COLI

dt . KPiung coL - Cart_COLI) - Cart_COLI- CLhyd_art_COLI + Cart_CMS- CLhyd_art_CMS-RPM - Cart- CLdeg_art_COLI - KBIND_COLI- Aart_COLI +

Kginp out_corr - Aart Binp conr (EQ. 6)

dAyein BIND_COLI __

— 5 = Kemp_cour - Avein_cot — Kpinp_our_corr - Avein_inp_corr (Eq.7)

dAart BIND COLI _ f A _K A Eq. 8
= Kpinp_coLr - Aart_coL BIND_OUT_COLI - Aart BIND_COLI (Eq. 8)

dt
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dA; CcMS C CcMS
=2 = €0 .(Cpencms — 2

- C . CL (Eg.9)
dt Kmung_cm) lung_CMS hyd_lung_CMS q

dApyng coLl Clung_coLI
% = CO .( Cyen_coLr — #g_cou — Cuung cori-CLaeg tung cort + Crung cms- CLnya cms- RPM (Eq. 10)
° Equations for CMS and colistin in the renal sub-compartments: vascular (Eq. 11-12), extra-vascular (Eg. 13-14), intracellular (Eq. 15-16), binding (Eq.

17), tubules (Eq. 18-19) and in bladder (Eq. 20-21) and urine (Eq. 22-23)

dAgid va cMs _

” Qkia - (Cart.cms = Ckiavacms) = Criava_cms CLnya kia.va_cms (Eq. 11)

dAkid va_coLl

” = Qxia - (Cart_cort — Criava_cor) — Criava_cori- Claeg kia va cout + Ckia va_cms- CLnyd kia va cus-RPM  (Eq. 12)

dAkid EVv.cMS __

— - (Qxia — CLgrr cms) - Criava cms — Qkia- Cria v cms — Ckia gv cms- (CLnya kia gv cmus + CLgec cus ) (Eq. 13)

dAyid EV_coLl _

Ev—— (Qxia — CLgrr corn) - Criava_cort — Quia- Cria_ev_cort — Ckia_gv_cori- CLaeg kia_ev_cour + Cria_gv_cms- CLnya kia_ev_cms- RPM (Eq.
14)

dAkid 1c.cMs _

— a - Cria_ev_cms- CLsec cms — Cria_ic_cms- (CLnya kid_ic_cms + Clsec cms) (Eqg. 15)

dAgid_ic_coLl _
— at Cria_tuB_coLr- Clyeabs cort — Ckid_ic_coLi- CLdeg_kid_IC_COLI + Ckia_ic_cums- CLhyd_kid_IC_CMS- RPM — Kon corr-Akia_ic_cour +

Korr_cori-Akia_sinp_coLr (EQ- 16)

dAkid BIND_COLI

dt = KON_COLI'Akid_IC_COLI - KOFF_COLI'Akid_BIND_COLI (Eq 17)
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dAgid TUB.CMS __
— = CLerr.cms - Criava_cms— Ckia_tus_cms- (CLuyp kia_rus_cmus + Qeun) + Cria_ic_cms+ CLsec_cms (Eq. 18)
dAgid TUB_COLI __
— 2 = CLerr_cour - Ckiava_cour— Cria_tus_corr- (CLaeg kia_tus_coLt + CLyeabs_cort + Qeun) (Eq. 19)
dABiladder cMS __
— ot = Cuxia_rup_cms-Qrub — Cpiaader_cums- Quri (Eq. 20)
dABladder_COLI _
— o = Cxia_rus_cor- Qeup — Cplaader_cor- Quri (Eq. 21)
dCMSyrine _
dt = CBladder_CMS- Quri (Eq. 22)
dCOLIyyine _
dt = CBladder_COLI- Quri (Eq. 23)
. Equations for CMS and colistin in intra-muscular depot compartment (Eq. 24-25)
dCMSIM_depot
—— =~ Ky cmus-Aimcms — Knya_cms-Aim_depot_cms (Eq. 24)

dt

dCOLIIM_depot

i = — Kim _cori-Aim_cort — Kaeg cori-Aim_depot_cort + Knya_cms-Aim_depot_cmus  (EQ. 25)

With A, cys: CMS amount in tissue x Ay cop: colistin amount in tissue x ; @, : blood or urine flow in tissue x ; Cy cpys: CMS concentration in tissue x ;
Cx_coLr: colistin concentration in tissue x ; CLyyp x cums: intrinsic hydrolysis clearance of CMS in tissue x ; CLg,q x corr: intrinsic eliminating clearance of
colistin in tissue x; Kgynp corr and Kpinp out cowr : first-order constant transfer between vascular and binding compartments ; Koy cor; and Korr cowr:
first-order constant transfer between renal intracellular and binding sub-compartments; CLgrr cys: CMS clearance by glomerular filtration; CLgrgr corr:
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 modele 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 GSit une place prépondérante dans 1’élimination
du CMS. En outre, I’accumulation de colistine dans le rein a été confirmée dans cette espece, a
I’instar de ce qui a déja été retrouvé chez les rongeurs de laboratoire (Arslan et al., 2Q1%uzuki
et al., 2013) eih vitro (Azad et al., 2015b). Notre modéle assume également que la fraction de
colistine éliminée par cet organe est importante, ce qui en faitdegane éliminateur (quasi-
entierement par dégradation intracellulaire plutét que par filtration). Ces résultai&séret
en raison de leur implication dans les phénomenes de néphrotoxicité induite par la colistine.
D’autres études sont cependant nécessaires afird’explorer les bases mécanistiques de notre
modéele, 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 modele populationnel (n=45). Cependant, aucune autre donnée de cinétique apres 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, apres in-
jection de colistine (Renard et al., 199hAng et al., 2009) mais les dosages ont été réalisés a
partir d’une méthode microbiologique qui n’est pas considérée comme assez sensible, ni pré-
cise.

Ce modéle PBPK, couplé a une approche populationnelle en NdLjpevinis d’estimer
les temps d’attente liés a 'usage de CMS chez le porc. Aucun modéle n’a été publié a ce jour
en utilisant cette méthode pour estimer des temps d’attente. L’intérét des modeles de population
NLEM est de pouvoir estimer de fagon robuste la variabilité inter-individuelle et de la discri-
miner de la variabilité résiduelle. Cette notion est importante dans 1’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 avagt¢ale 1’approche NLEM repose sur son efficacité a intégrer des
données collectées lors de schémas de prélevements limités (sparse sampling), permettant ainsi
de réduire le nombre nécessaire d’animaux pour développer le modéle. Enfin, les modeles
NLEM permettent de mieux prendre en compte les données sous la LOQ que les méthodes de
régressions linéaires classiques utilisées 1’estimation des temps d’attente. En effet, cette

derniére approche se base sur 1’éviction de ces données ou leur fixation a la moitié de la LOQ
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mais ceci peut biaiser les résultats (EMA, 201B&utres type d’approches associées au mo-
dele PBPK peuvent étre utilisées pour estimetcl@ps d’attente, tels que des simulations de
Monté Carlo (Li et al., 203 1in et al., 2016)}.
L’usage d’une approche NLME avec un modele PK compartimental classique purait
étre une alternative possible qui a déja prouveé ses avantages en médecine vétérinaire (Lin et al.,
2016). Cependant, a la différence du mo@®®eK, elle ne permet pas d’extrapoler aisémena

d’autres espéces, ce qui était’un de nos objectifs et sera décrit dans le chapitre suivant (cf. 6.2
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6.2. Modélisation PBPK- extrapolation a ’'Homme et ’enfant
(résultats préliminaires)

6.2.1. Introduction

Des études PK sur un nombre important de patients ont été réalisgé¥Homme
depuis quelques années (Couet et al., 2Bathgas et al., 201Garonzik et al., 201 régoire
et al., 2014) mais ces études ne concernent’gdidte (sain ou gravement malade). Dans les
populations pédiatriques, les études se sont plutdt portéésffinacité et I’innocuité des trai-
tements avec du CME&4gan et al., 2017; Falagas et al., 2009a) mais les données de cinétiques
sont quasi-inexistantes.

Peu de données sont disponibiksz I’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 prélevements par individus) chez un faible nombre de nourrissons gra-
vement malades (n=7) (Nakwan et al., 2016}.auteurs ont montré qu’apres la premicre dose
de CMS a 150 000 Ul/kg/jr (soit 5 mg CBA/kgl/jr), les concentrations plasmatiques de colistine
obtenues étaient sub-thérapeutiques (<2 mg/h)aprés 1’injection. Récemment, une autre
étude a publié des résultats de dosages de colistine chez des enfants de 1,5 mois a 14 ans (n=7)
qui ont été traités avec des doses de 150 000 Ul/kg/jr de CMS divisées en 2 administrations
guotidiennes (Mesini et al., 2017). Les concentrations de colistine ont été mesurées a 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 pg/mL pour les premiéres et entre 0,4 et 3,0 ug/mL pour les
deuxiémesCes fortes concentrations n’ont pas été discutées par les auteurs, mais semblent a
risque pour le développement d’une néphrotoxicité par rapport & I’intervalle ciblé de 2 a 4
ug/mL de colistine a I’équilibre (chezl’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 esdoses de NS utilisées (et publiéeghez 1’enfant varient selon
les hopitaux de 50 009225 000 Ul/kgr (1,7-7,5 mg CBA/kgr) et sont administrées en une
ou plusieurs fois quotidiennemetagan et al., 2017; Jajoo et al., 203 Karbuz et al., 2014
Mesini et al., 201;/Nakwan et al., 20%,6°aksu et al., 201Zamma et al., 2013). Actuellement,
les recommandations pour les doses pédiatriques de CMS sont de 75 000 a 150 000 Ul/kg/jour
(soit 2,25 4,5 mg CBA/kg/jr) en 3 injections par ’EMA (Silvestri et al., 2012) et de 83 000 a
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166 000 Ul/kg/jour (2,5 - 5 mg CBA/Kkg/jr) par la FDA (Food and Drug Administration) a ad-
ministrer en 2 a 4 injections (EMA, 201Mation et al., 2015). Cependaiitn’y a aucun réel
consensus sur les doses optimales a utiliser. En outtgieaecommandation posologique n’a
été établie chez des enfants présentant une insuffisance rénale (Antachopoulos and losifidis,
2017).
L’extrapolation des posologies de I’adulte vers les populations pédiatriques n’est pas

toujours aisée. Comme expliqué dans la partie bibliographique de cette these, le recours a des
méthodes allométriquest couramment effectué¢ pour extrapoler les paramétres PK mais n’est
pas optimal pour prédire les profils plasmatiques. La modélisation PBPK apparait comme une
alternative appropriéeour ce genre d’extrapolation, mémea partir d’un modéle développé
chez I’animal (Parrott et al., 2011).

Notre modele PBPK pour le CMS et la colistine préecédemment développé ) tta 6td
grace ales porcs d’environ 50 kg (environ 14 semaines d’age). La correspondance d’age entre
le porc et ’Homme n’est pas aisée mais selon une récente revue de la littérature, ces porcs
correspondraient plutdt a des adolescents (Gasthuys et al., @8d&)dant, si 1’on considére
que la correspondance peut s’établir sur la base de la maturation des différents systémes fonc-
tionnels de I’organisme ces porcs peuvent étre 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
globalemen leur maturité rénale a partir de 8 semaines d’age (Friis, 198Q Gasthuys et al.,
2016). Dans la suite du document, les porcs utilisés lors du développement du modele seront
doncconsidérés comme porcs adultes et dénommés comme tels.

Grace au modele PBPK précédemment développé chez le porc adulte, une extrapolation
inter-age et inter-especes a été réalisée afin de pouvoir prédire les concentrations plasmatiques
de colistine dans les populations pédiatriques. Sesiégultats préliminaires de cette approche

seront présentés.

6.2.2. Matériels et méthodes

6.2.2.1. Stratégie d’extrapolation

Les étapes pour aboutir a un modele PBPK chez I’enfant ont été les suivantes:
1. Adaptation du modele PBPK porc adulte pour obtenir un m&#RK « porcin juve-
nile » (extrapolation inter-age). Ce modele a ensuite été validé en le confrontant a des
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données expérimentales plasmatiques et tissulaires de CMS et colistine obtenues chez
des porcelets de différents ages. Si nécessaire, une réestimation des parameétres (préceé-
demment estimés chez le porc adulte) était prévue a partir de ces demivédsune
validation interne.

2. Adaptation du modéle PBPK porc adulte pour obtenimauéle PBPK « Homme
adulte » (extrapolation inter-espéce). Ce modeéle a ensuite été validé en le confrontant
a des données expérimentales plasmatiques de CMS et colistine chez les volontaires
sains déja publiée€6uet et al., 2011). Si nécessaire, une réestimation des parametres
(précédemment estimés chez le porc adulte) était prévue a partir de ces données, suivi
d’une validation interne.

3. Adaptation du modele PBPK Homme adulte pour obtenimadéle PBPK « chez
I’enfant », en utilisant les mémes hypothesdésktrapolations qui ont permis 1’obten-

tion du modele PBPK « porcin juvénile » a partir du modéle PBPK porc adulte.

Ces objectifs sont illustrés dans la Figure 23.
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Figure 23: Etapes et objectif§’extrapolation du modele PBPK.

6.2.2.2. Données expérimentales animales et humaines

La méme spécialité de CMS (Colymicine 1 MIU, Sanofi Aventis, Paris, France) a été utilisée
gue 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 méme croisement que les porcs « adultes » (Large White x Pietrain
x Duroc) et de différents ages/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 anw, d’un poids moyen de 17,1 + 1,4 kg (Groupe 9
sem)
» 6 porcelets de 11 semaines environ, d’un poids moyen de 30,1 + 1,6 kg (Groupe 11

sem)

Afin d’injecter le CMS et de récupérer les prélévements sanguins, deux cathéters veineux
centraux ont été implantés chez les porcelets sous anesthésie générale (procédure chirurgicale
détaillée dans I’article, cf. 6.1.2). Apres 2 jours de repos, les animaux ont été mis en cage a

métabolisme afin de pouvoir récolter des échantillons d’urines et de sang.

Chaque porcelet de chaque groupe a regu les schémas posologiques de CMS suivants (ré-
sumes dans le Tableau 3) :

A. Cinétique plasmatique apres 1\Wne perfusion 1V sur 1h de 125 000 Ul/kg de
CMS. Des prélévements de sang ont été réalisés sur 24h (12 prélevements par individus).
Les urines ont été collectées sur deux intervdllegh 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 aprés la premiere perfusion, les porcelets
ont recu une posologie de CMS particuliere, dans le but d’atteindre 1’état d’équilibre per-
mettant la détermination des Kp pour chaque organe. Cette posologie correspond a la pro-
cédure experimeale n°3 de I’article, a savoir 75 000 Ul/kg (bolus de charge) sur 1 h puis

1,5 h d’attente pour laisser le CMS s’hydrolyser in vivo, et une derniere perfusiorb@ 000
Ul/kg de CMS sur 4h. A la fin de la derniere perfusion, les animaux ont été sadriéés e
plasma ainsi que leurs organes ont été récupérés (pouwanrau, foie, coeur, estomac,
reins, échantillons de muscles, peau et graisse).

La détermination des Kp de CMS et de colistitest faite par le calcul du ratio de la con-

centration plasmatiquel’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.

0,

<+ Données expérimentales cH&8omme adulte

Pour extrapoler leodéle du porc adulte 8 ’Homme, les données issues d’une précé-
dente étude chez des volontaires sains ont été utilisées (Couet et al., 2011). Brievement, douze
hommes sains agés en moyenne de 29,5 + 5,5 ans et pesant en moyenne 72,7 + 9,1 kg ont recu
1 Million Ul de CMS (34 mg CBA) en IV sur 1h. De multiples prises de sang (n=13) ont été
réalisées dans les 18h suivant I’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 apres miction « forcée » a des temps précis.

Tableau 3 Etudes expérimentales utilisées pour développer le modele PBPK porcin juvénile
et le modéle PBPK homme adulte.

. Matrices et nombre
Nombre de sujets et

Sujets Voie Dose de CMS o d’échantillons par
caractéristiques

sujet
v 125 000 Ul/kg -6 4gés de 4 sem Plasma: 12
sur une heure (7,2+0,4 kg) Urine : 2
Porcelets 75 000 Ul/kg pendant -4 3gés de 9 sem
v 1h; 1,5h sans adminis- (17,1 1,4 kg) Plasma: 1
tration; 50 000 Ul/kg -6 agésde 11 sem Organes: 1
pendant 4h (30,1 +1,6 kg)
Hommes v 1 Million Ul sur une 12 4gésde 29,5+5,5 Plasma:13
heure ans (72,7 £9,1 kg) Urine : 5 max

La valeur de la fraction libre de CMS (ftus) étant inconnue chez I’Homme, celle-Ci a
été déterminée dans notre étude a partir de plasma humain, en suivant la mémedhéthode
trafiltration quedans I’article du modéle PBPK chez le porc adulte. Brievement, du CMS a été
ajouté a du plasma de volontaire sain adulte a des concentrations théoriques de 5 pg/mL et 0,5
ug/mL, puis les solutions ont été ultra-filtrées a travers une membrane en cellulose (Centrifree,

Merck, Alsace, France) par centrifugation (3000 g) a 37 °C pendant 30 min. La méme 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 prélévements, le stockage et le dogpgel’ HPLC/MS-MS) des échantillons de porcelets

(sang, tissus, urines) ont été réalisés de la méme facon que précédemment décrite (cf 6.1.2). Les
LOQ étaient a 0,02 pug/mL pour la colistine plasmatique ; 0,2 pug/g pour la colistine tissulaire
sauf pour le ceeur avec une LOQ a 0,5 ug/g. Pour le CMS, en raison de sa détermination de
facon indirecte (cf supra), une LOQ a 0,15 pg/mL pour le plasma et a 1 pg/g pour les tissus ont
éte fixées.

De la méme maniére que pour le modele PBPK porc adulte, les données expérimentales uri-
naires ont été poaden quantités de CMS et les données expérimentales rénales ont été poolés

en concentration de colistine.

6.2.2.4. Adaptation des modeles
La structure d mode¢le a été gardée identique pour I’extrapolation inter-age et inter-espéce. Les
particularités de chaque modele PBPK adapté a partir du modéle PBPK porc adulte sont pré-

sentées dans les sections suivantes

% Modeéele PBPK porcin « juvénile »

» Pour les paramétres physiologiques fixésla 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 mémes valeurs que pour le porc adulte. Seuls les paramétres liés au rein
ont pu étre adaptés en fonction de 1’dge (le DFG et le débit sanguin rénal) (Gruskin et al.,
1970) (Eskild-Jensen et al., 20 riis, 1983 Ladrup et al., 2008) (Tableay.De facon
similaire, les volumes des organes sont exprimés en fractions du poids corporel total qui ont
été gardées aux mémes valeurs que celles des porcs .ddalteanque de données physio-

logiques dans la littérature pour les populations juvéniles porcines explique ce choix.
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> Pour les paramétres déterminés expérimentalementes Kp de colistine ont été dé-
terminés de facon expérimentale chez les différents porcelets (cf supréygioerr ]’ impact
de I’age. Les fu de CMS et colistine (cette derniere étant issue de la littérature (Gasthuys et

al., 2016 Rottbgll and Friis, 2016)) ont été supposées identiques a celles du porc adulte.

»  Pour les paramétres précédemment estimés par le modele (PEM)

I1 s’agit des parameétres structuraux et des effets aléatoires (IIV et RV) qui ont été estimés lors
du développement du modele PBPK chez le porc adulte. Ces parametres seront regroup€s sous
la mention ©°EM » dans la suite de cette étude.

Une premiere approcleete réalisée en testamte relation allométrique linéaire entre les pa-
rametres et le poids {B). Ainsi, les parameétres de clairances de sécrétion tubulaire du CMS

(CLgec cus) et de réabsorption de la colistine (CLy¢qps corr) ONt €1€ adaptés comme suit

BW orcele
CLporcelet = CLporc_adulte- (p—”> (Eq 9)

BWporc,adulte

Pour les constantes de transfert (binding vasculéii@y corr €tKginp our cour €t binding
intracellulaire du reinkyy,.,,, €t Korr,,,,), les valeurs ont été gardées a I’identique a celles

de I’adulte tel que:

CL BWporcelet
Xporc_adulte \ gy CLX
- porc_adulte porc_adulte
= = = (Eq. 10)

BWporcelet ) - - Xporc_adulte

Xporcelet -

Xporc_adulte

porc e
porc.adulte BWporc_adulte

avecKy : la constante de transfert KLy : la clairance associédy : le volume associé

Concernant les variabilités inter-individuelles (11V) et les erreurs résiduelles (RV), les
valeurs estimées chez le porc adulte ont été gardées pour les porcelets. Les vélaurs de
semble des parametrB&M adaptées pour le modele porcin juvénile sont détaillées dans le
Tableau 5.
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Tableau 4 Valeurs des paramétres physiologigues implémentés dans le modele porcin juvénile

Groupes de porcelets

Fraction du volume

Groupes de porcelets

Paramétres W 11sem  Fraction du débit

Fraction du volume

T.1

Parameétres
4 sem 9 sem 11 sem Fraction du débit

Volume total 7,2 17 30 1
Débit cardiaque 61 145 256 1
Artére

Volume (L) 0.19 0,46 0,81 0,027

Débit (L/h) 61 145 256 1
Veine

Volume (L) 0,38 0,91 1,6 0,053

Débit (L/h) 61 145 256 1
Poumon

Volume (L) 0,19 0,46 0,81 0,027

Débit (L/h) 61 145 256 1
Cerveau

Volume (L) 0,020 0,060 0,10 0,0034

Débit (L/h) 1,2 2,9 51 0,020
Ceeur

Volume (L) 0,040 0,11 0,19 0,0062

Débit (L/h) 2,3 5,4 9,5 0,037
Muscles

Volume (L) 0,55 6,5 11 0,38

Débit (L/h) 12 29 51 0,20
Peau

Volume (L) 0,55 1,3 2,3 0,077

Débit (L/h) 3,1 7,3 13 0,050

DFG (L/h)

0,94

3,2

4,2

Graisse
Volume (L) 1,3 3,1 5,4 0,18
Débit (L/h) 10 25 43 0,17
Tube digestif
Volume (L) 0,45 11 1,9 0,062
Débit (L/h) 13 32 56 0,22
Foie
Volume (L) 0,19 0,46 0,81 0,027
Débit(L/h) 17 39 69 0,27
Rein
Volume (L) 0,020 0,050 0,090 0,0030
Sous-compartiments
Vasculaire 0,0014 0,0034 0,0061 0,067
Extravasculaire 0,0026 0,0062 0,011 0,12
Lumen des tubules| 0,0043 0,010 0,018 0,2
Intracellulairé 0,013 0,031 0,055 0,61
Débit! (L/h) 55 17 33 0,09 0,12 0,13
Vessid 0,07 0,17 0,30 0,01
Reste du corp$8
Volume (L) 1,0 24 4,2 0,14
Débit (L/h) 7,3 17 31 0,16 0,13 0,12

NC

2artére hépatique + veine porteen fraction du volume rénal (pas de dépidalculé : - somme des 3 autres sous-compartimghdgbit adapté
a chaque groupe d’aprés (Gruskin et al., 1970%as de débit ¢ fractions des débit et volumes calculés: domme des autres compartimenits
d’aprés (Eskild-Jensen et al., 200friis, 1983 Ladrup et al., 2008NC : non concerné
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Tableau 5 Valeurs des paraméetr®EM adaptés au modele PBPK porcin juvénile

Groupes

4 sem 9 sem 11 sem

Paramétres (=72 kg) (~17,1kg) (30,1 kg)

Parametres relatifs au CMS

Khya cms (07) 0.262

KD mix cms (Sans unite) 0.217

CLgec cms (LIN) 1,20 2,82 5,01
Paramétres relatifs a la colistine

Kaeg cour (07) 0,389

Kpivp_cor (W) 0,187
Kpinp_our_cour () 0,104

Kon_cour (h7) 0,091

Korr cour (h7) 0,0145

CLyeabs_corr (L/N) 15,2 36,0 63,6
Erreurs résiduelles (proportionnelles)

RV a5 cus  (CV %) 41

RV yias_cour (CV %) 41

RV commune CMS et colistine dans le 28

plasma(CV %)

RV issucms (CV %) 33

RV p (CV %) 57

RVygive (CV %) 51

+* Modele PBPK Homme adulte

> Pour les parametres physiologiques fixéstous les parameétres physiologiques ont été
adaptes, en utilisant les valeurs de la littérature de référence (Brown et glEd§@ion et
al., 2006 ICRP, 2002) (Tableau 6).

> Pour les paramétres déterminés expérimentalementles Kp de colistine du porc
adulte ont été conservgsur ’Homme adulte et la valeur du Kp de CMS commun a 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 paramétres PEM: de la méme maniére que pour 1’adaptation du modele aux
porceletsune relation allométrique linéaire entre les parametres et le poids a été testée (Ta-
bleau 8). Concernant les variabilités inter-individuelles (I1V) et les erreur résiduelles (RV),

les valeurs estimées chez le porc adulte ont été gartédmtique.
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Tableau 6 Valeurs des parameétres pour le modéle PBPK Homme adulte.

Parametres Homme adulte Enfant 5 ans
(~73 kg) (~19kg)
Volume en L Débit sanguin en L/h Volume en L Débit sanguin en L/h
Compartiments (fraction du débit (fraction du débit
(fraction du poids) o — (fraction du poids) S —_
Artére 19 366 0,49 204
(0,026) 1) (0,026) (1)
Veine 3,7 366 0,95 204
(0,050) (2) (0,05) (1)
Poumon 1,3 366 0,13 204
(0,018) (1) (0,0066) (1)
Cerveau 0,15 48 1,3 54
(0,0021) (0,13) (0,0070) (0,26)
Cceur 0,42 16 0,085 8,2
(0,0057) (0,043) (0,0045) (0,040)
Muscles 32 66 5,6 13
(0,44) (0,18) (0,29) (0,062)
Peau 3.8 19 0,57 10
(0,052) (0,053) (0,0030) (0,050)
Graisse 15 19 5,5 10
(0,20) (0,053) (0,28) (0,050)
Tube digestif 1,3 70 0,32 37
(0,018) (0,19) (0,017) (0,18)
Foie® 2,3 95 0,57 50
(0,032) (0,26) (0,030) (0,025)

1ZA’
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Suite du tableau

Homme adulte Enfant 5 ans
(~73 kg) (~19 kg)
Débit sanguin en L/h Débit sanguin en L/h

Parameétres

Volume en L Volume en L

Compartiments

(fraction du débit (fraction du débit

(fraction du poids) (fraction du poids)

cardiaque) cardiaque)
Rein 0,44 81 0,11 35
(0,0060) (0,22) (0,0058) (0,17)
Souscompartiment’
Vasculaire 0,10 0,025
(0,23) (0,23)
Extravasculaire 0,088 NC 0,022 NC
(0,20) (0,20)
Lumen des tubules 0,088 0,022
(0,20) (0,20)
Intracellulairé 0,162 0,041
(0,37) (0,37)
Vessid 0,73 0,19
(0.01) NC (0.01) NC
Reste du corfs 10 22 3,4 24
(0.14) (0.062) (0.17) (0.11)
DFG (L/h) 7,2 2,7
Hématocrite 0,45 0,37
Débit cardiaque (L/h) 366 204

2artére hépatique + veine portevplumes en fraction du volume rénal (pas de débftactioncalculée : - somme des 3 autres sous-comp
timents; Ypas de débitefractions des débit et volumes calculés-somme des autres compartimertC : non concerné
D’apres (Edginton and Willmann, 20Q06CRP, 2002)

G.T
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+* Modele PBPK enfant

» Pour les parametres physiologiques fixéstous les parametres physiologiques ont été
adaptés pour un enfant typique de 5 ans, en utilisant les valeurs de la littérature de référence
(Edginton et al., 2008CRP, 2002) (Tableau)6

> Pour les paramétres déterminés expérimentalementpour 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 a I’identique pour I’enfant., ainsi que celle de colistine (issue de la littérature).

> Pour les parametres PEM: en suivant la méme méthodec pour 1’adaptation du
modele porc adulte aux porceldesparamétres utilisés chEHomme ont été adaptés grace

ala méme relation allométrique entre les parametres et le poids (Tahleau 6

6.2.2.5. Validation externe des modeéles

Afin de valider I’adaptation des mod¢les 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, respectiveraehiihtervalle de prédiction a 90 % a
été comparé aux données observées.

Si les résultits de cette validation n’étaient pas satisfaisant, une réestimation des para-

meétres a alors été effectuée (cf. 6.2.2.6
Pour le modéele PBPK chez I’enfant, en raison de ’absence de données de cinétique

plasmatique chelenfant dans la littératurdée modéle n’a pu étre validé. Seules des prédic-

tions moyennes ont éte effectuées (cf. 6.2.2.7
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6.2.2.6. Réestimation des parametres et validation interne

Lorsqu’une réestimation des parameétres était nécessaire, celle-ci a été effectuée a partir
de 75 % des données expérimentales (porcelets ou volontaires sains, selon le modele) qui
auront été aléatoirement choisies.

Pour le modeéle PBPK Homme adulée,]’absence de données tissulaires, notamment
rénales, les parameétres liés au r€imt pas été réestimés mais 1’adaptation allométrique au
poids a été conservéeur 1’adaptation du modéle. Concernant les données urinaires, comme
la vessie a été vidée a la fin de chaque période de recueil (cf. supra), celles-ci peuvent étre
considérées comme équivalentes aux quantitéswatieales et c’est donc le compartiment

vessie qui a été utilisé pour ajuster le modeéle aux données urinaires.

Une validation interne a été alors réalisée avec les 25% de données expérimentales res-
tantes. Cette validation intergist faite de la méme maniére que décrite ci-dessus, a savoir
une comparaison entre les 25 %adenées observées et I’intervalle de prédiction a 90% apres

1000 simulations.

6.2.2.7. Prédictions chez I'’enfant

Des profils typiques de cinétique plasmatique de colistine pour un enfant de 5 ans ont
eté simulés pour 4 doses de CMS différentes : 75 000 Ul/kg/j (la plus faible recommandée),
100 000 Ul/kg/j, 166 000 Ul/kg/j (la plus forte recommandée) et 225 000 Ul/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))eéfict 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 (lcon Development Solutions, Ellicott City, MD, US&}té
utilisé pour générer les prédictions du modele. Lorsquerégstimation de parametres était
nécessaire, celle-ci a été effectuée gratelgorithme FOCE-I et a la méthode M3 de Beal

(Beal, 2001) pour les données sous la LOQ.
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Pour générer les prédictions moyennes plasmatiques chez ’enfant, le logiciel Berkeley Ma-
donna (version 8.3.23, University of California at Berkeley, CA, Y&Até utilisé.

Les graphes ont été réalisés sous R (version 3véul/, R-project.org.

6.2.3. Résultats

6.2.3.1. Modele PBPK porcin juvénile

Les Kp de colistine sont présentés suFifaire 24 fonction du groupe d’age concerné.
Pour les concentrations tissulaires de colistine inférieures a la LO€saealht été fixées a la
LOQ/2.11 s’agit majoritairement des tissus musculaires (cceur et muscles) qui ont été concernés.
Aucune différence significative n’est observée entre les différents groupes d’age (test
d’ANOVA, 0=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 modele PBPK juvénile.
Concernant la déterminationsd€p CMS, a I’instar de ce qui a été trouvé chez les porcs
adultes, une majorité de concentrations tissulaires €tait sous la LOQ et donc les Kp n’ont pas

été calculés. La valeur estimée chez le porc adihig;, cus) a €té gardée (Tableai 5
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Poumons Cerveau
1,20 2,00
{ 1,60
0,80
1,20
0,80
0,40
0,00 0,00 T
4 sem 9sem 11sem  adultes 4 sem 9 sem 11sem  adultes
Foie Muscles

Figure 24: Coefficients de partage (Kp) pour la colistine déterminés expérimentalement chez
les porcelets de différents ages et le porc adulte (pour comparaison).

Il'y a 6 animaux utilis€par catégories d’age sauf pour le groupe 11 sem avec 4 animaas chiffres en blanc
renseignent le nombre de concentrations < LOQ, qui ont été fixées a une valeur égale a LOQ/2. Sapgs: semai
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La validation externe du modeéle pour chaque groupe de porcelets est présengsHizuns|
25, Figure26 et Figure27.

Une excellente prédiction des concentrations plasmatiques de CMS et de colistine par
le modele est observaguelque soit le groupe d’age (Figure 25) malgré une légére sous-pré-
diction de la tendance centrale pour la colistindsphase tardive d’élimination (>10h).

Concernant les concentrations rénales, une sous-estimation de la tendance centrale est
observée pour toutes les catégories d’age des porcelets (Figure 26). Cependant toutes les don-
nées observées sont incluses dans I’intervalle de prédiction & 90 %. Cette sous-prédiction avait
également étéetrouvée chez le porc adulte ayant été traités avec la méme posologie de CMS
(cf6.1.2)

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’II'V et de RV estimées chez le porc adulte semble satisfai-

sant pour décrire la variabilité existante pour les porcelets.

Ainsi, cette premiére approche pour adapter le modéle PBPK porc adulte a la population
juvénile porcine semblealide. Par conséquent, I’extrapolation vers cette tranche d’age en
adaptant les parametres estimés de facon proportionnelle au poids apparait comme une méthode

pertinente.
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dans les différents groupes d'age apres une IV de CMS a 10 mg/kg.

(A : groupe 4 semaines, B : groupe 9 semaines, C : groupe 11 semaines). Les cercles bleus repsédemtiées observées,
’aire en gris définit I’intervalle a 90 % de prédiction du modeéle. Les lignes horizontales délimitent la LOQ. Dans les sous-
graphes, I’aire en bleu représente les prédictions de la fraction de données sous a LOQ et la ligne en bleue dorti@nt la frac
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'age apres une IV de CMS a 10 mg/kg.
(A : groupe 4 semaines, B : groupe 9 semaines, C : groupe 11 semaines). Les cercles bleus représentent les données
observées, I’aire en gris définit I’intervalle a 90 % de prédiction du modéleAucune 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'age apres une IV de CMS a 10 mg/kg.
(A : groupe 4 semaines, B : groupe 9 semaines, C : groupe 11 semaines). Les cercles bleus représentent les données
observées, I’aire en gris définit I’intervalle a 90 % de prédiction du modele.
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6.2.3.2. Modeéle PBPK Homme adulte

La détermination expérimentale de la dusa donné une valeur a 38 = 3,5 % (Tableau 7)

similaire a la valeur trouvée chez le porc adulte.

Tableau 7 Résultats de la détermination de la fraction libre de CMS dans le plasma humain

Concentration Concentration .
. . ) Concentration CMS .

CMS théorique . CMS mesurée . Fraction

. Milieu . dans l'ultrafiltrat Perte .
dans la solution dans la solution libre ?
. \ (ng/mL)
meére (pug/mL) meére (pug/mL)
5 Tampon 6.3 4,5+0,5 28% NC
phosphate
5 Plasma 4.6 1,3+0,12 73% 0.38+0,03
0.5 humain 0.55 0,15+0,01 73% 0.38+0,05

NC : non concernéla 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 modele est présentée dans la Figure 28. Concernant les concentrations
plasmatiques, le profil du CMS est acceptable, quoique |égerement sous-prédit (la phase de
distribution et d’élimination sont bien décrites mais avec un décalageertical dans 1’ordre de

grandeur des concentrations) A contrario, les données de colistine sont quant a elles totalement
sous-préditependant la phase de distribution et la pente d’élimination prédite est trop forte.
Concernant les données urinaires, le modele est en bonne adéquation avec les données obser-

vées.
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Figure 28: Concentrations plasmatiques (A) et quantités urinaires (B) prédites a partir du mo-
dele PBPK Homme adulte versus données observées, avec adaptation des parameétres estimés
au poids.

Les cercles bleus représentent les données observées, ’aire en gris définit I’intervalle a 90 % de prédiction du

modele. Les lignes horizontales délimitent la LOQ. Dans lesg@apkes, 1’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 modele a prédire les concentrations plasmatiques
de colistine, le modéle’a pas été considéré validé et il a donc été décidé de réestimer les

paramétre®EM. Les résultats de I’estimation sont détaillés dans le Tableau 8.
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Tableau 8 Valeurs des paramétr€&EM réestimés pour le modéle PBPK Homme seleat
comparaison avec 1’approche allométrique.

Approche allométrique
proportionnelle au poids

Valeur IV : CV %
- 0
Valeur \YARN AV (RSE %) (RSE %)

Réestimation
Parameétres

Parametres relatifs au CMS

Khya_cus (W) 0.262 0.414 (6,5)| 14,0 67)
KPmix cus ® (sans unité) 0.217 0,217 -
CLgec cms (L/N) 11,7 2,07 @4) -

Parametres relatifs a la colistine

Kaeg.cour (M) 0,389 26,6 0,154 (11) -
Kpivp cour (W) 0,187 - 0,557 @4) -
Kpinp_our_cort () 0,104 - 0,190 (33) -
Kon cowr 2 (h) 0,091 - 0,091 -
Korr cour ® (h) 0,0145 - 0,0145 -
CLyeaps cour ° (L/N) 148 - 148 -

Erreurs résiduelles (proportionnelles)

RV a5 cus  (CV %) 41 - 45 (19) -
RV y1as corr (CV %) 41 - 26 (17) -
RV commune CMS et colistine 28 3 20(26) -
dans le plasmaQV %)

RVypive (CV %) 51 - 58 (30) -

& parametresonréestimésn I’absence de données tissulaires ; CV : coefficient de variation ; RSE : relative stan-
dard error

De fagon notable, la constante d’hydrolyse du CMS (K4 cus) €t la constante de dégradation

de la colistine K., corr) ONt €€ estimées plus forte et plus faible que chez le porc, respective-
ment. La clairance de sécretion tubulaire du CMIS /. -y ) apparait également moins im-
portante dans 1’élimination urinaire du CMS chez ’Homme que pour le porc. Les faibles va-

leurs de RSE (<33%) estimées attestent que la précision des estimations des parametres struc-

turaux était satisfaisante.
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Contrairement au modéle porcin adulte, une seule 11V a pu étre estimée, concernant la constante
d’hydr()lyse du CMS (Khyd_CMS)-

Les résultats de la validation interne du modele a partir de ces nouvelles valeurs de parameétres
estimeés sont présentés dans la Figure 29. Une excellente adéquation entre les données plasma-
tigues de CMS et colistinet les prédictions du modele ont été observées. Pour les données

urinaires, une légére sous-prédiction a été notée. Le modele a donc été considéré comme valide.
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Figure 29: Concentrations plasmatiques (A) et quantités urinaires (B) prédites a partir du mo-

dele PBPK Homme adulte versus données observées, avec réestimation des parametres.
Les cercles bleus représentent les données observées, [’aire en gris définit I’intervalle a 90 % de prédiction du
modele. Les lignes horizontales délimitent la LOQ. Dans lesg@apkes, 1’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. Modeéle PBPK enfant

L’adaptation du modele PBPKa I’enfant a été effectuée en utilisant les parametres structuraux
réestimés chez le volontaire sairen les adaptant de facon allométriqueoids (a I’instar de
la démarche chez le porcelet). A partir de ce modele, 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).

Dose de CMS — 75 000 Ul/kg/j — 100 000 Ul/kgfj — 166 000 Ulkg/j — 225 000 Ul’kgj

50T

Plasmatic concentrations (Mg/mL)

03--

TIME

Figure 30: Profil typique de colistine plasmatique chez un enfant de 5 ans en fonction de la
dose de 1S

Les 2 lignes grises a 2 et 4 ug/mL délimitent la zone cible de concentration plasmatique de colistine. Le traitement
consistait en I’administration répétéel’une dose de CMS en IV sur 1h toutes les 8h.

L’état d’équilibre plasmatique est atteint a partir du 2 jour de traitement. La dose la plus forte
(225 000 Ul/kg) semble nécessaire pour obtenir des concentrations plasmatiques deaolistine
I’équilibre comprises entre 2 et 4 pg/mL, avec une concentration moyenne de 3,2 ug/mL. La
dose de 166 000 Ul/Kg permet également d’obtenir une concentration moyenne acceptablé

2,4 ug/mL.Les autres schémas posologiques engendrent des concentrations moyennes en co-
listine trop faibles vis-a-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 a environ 4,8 pg/mL au lieu de 3,2 pg/mL. La hausse du DFG
impacte moins dans notre modéle, car les concentrations plasmatitugslibre restent ma-

joritairement au-dessus de 2 mg/L (concentration moyenne a 2,3 pg/mL).

---- DFG+50% ___ DFGnormal ....DFG-50%

70T

Plasmatic concentrations (pug/mL)

03¢

5 1‘[] I‘E.w T[;::,; 5 ;JI!J J‘[l Zjl!: -IIU
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 Ul/kg/8h de CMS. Les 2 lignes grises a 2 et 4 pg/mL délimitent la zone cible de concen-
tration plasmatique de colistine.

6.2.4. Discussion/ Perspectives

La démarche générale dette étude a été de partir d’un modéle PBPK pour le CMS et la
colistine initialement développé chez le porc adulte puis chez le porcelet, avaidhpier a
I’Homme adulte puis a ’enfant, en suivant I’exemple de Parrot et. al. (Parrott et al., 2011).ds
différentes étapesiivies pour 1’adaptation de ces modeles sont discutées dans les paragraphes
suivants.
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Dans un premier temps, le modéle PBPK précédemment développé chez le porc adulte a
été adapté aux porceléte 3 groupes d’age différents), gracea I’utilisation d’une relation pro-
portionnelle au poids pour les paramétres 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 observéeentre les différents groupes d’age (Figure24), soulignant ainsi
que I’influence de 1’age sur la distribution tissulaire de colistine semble limitée (sur la tranche
d’age testée). Les concentrations rénales mesurées chez les différents porcelets étaient simi-
lairesquel que soit 1I’age (Figure 26), ce qui renforce également cette observation. Globalement,
la bonne adéquation entre les prédictions du moeeles données expérimentales plasma-
tiques, urinaires et rénales des porcelets (FighreFigure27) a permis de valider cette extra-
polation inter-age pour le CMS et la colistine, et ainsi de valider le modéle PBPK porcin juve-

nile.

Ainsi, I’adaptation desPEM selon une relation proportionnelle auids de 1’animal
semble suffisante pour décrire de facon pertinente la PK plasmatique et rénale du CMS et de la
colistine lors d’extrapolation inter-age. Ceci est en accord avec les auteurs qui soulignent que
I’'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 eutreyrs a I’allométrie a été
nécessairerel’absence d’informations mécanistiques précises concernant le métabolisme et
I’élimination du CMS et de la colistine (réactions biochimiques et transporteurs implgué
comme par exemple sur la sécrétion tubulaire de CMS qui est décrite par le modele PBPK.
Lorsque les données seront disponiblesegrid alors possible d’extrapoler sur une base plus

physiologique.

Une des limites du modéle PBPK porcin juvénile repose sur le manque de données phy-
siologiques porcinesoncernant 1’évolution des volumes et débits sanguins de chaque organe
en fonction dé’age. Les données de la littérature concernent majoritairement des porcs de 25
a 50 kg (ou de tres jeunes porcelets agés de quelques jours) mais peu sont disponibles pour la
tranche d’age utilisée dans cette étude. Dans notre modéle PBPK porcin juvénile, les valeurs
physiologiques ont donc été transposeées a partir de ces données de la littérature. Ainsi, méme

si le porcelet apparait comme un modele juvénile attrayant pour extrapoler aux populations
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pédiatriques (Gasthuys et al., 2016 xutres études sont nécessaires pour enrichir les données

physiologiquest permettre d’améliorer ces modéles PBPK.

Dans un 2temps, une extrapolation inter-espéces du modele PBPK porc adulte vers
I’Homme a été réalisée.’hdaptation des paramétres PEM structuraux basée sur une relation
allométrique en fonction du poidsa pas donné de résultats probants. Si lesprédictions ds
profils PK du CMS plasmatique et urinaire ont décrit de facon 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-pes{iEigure 28). Le choix a dont été fait de réestimer
I’ensemble des parametres PEM, hormis ceux en lien avec les concentrations tissulaires en rai-
son de I’absence de données expérimentales. La réestimation des parametres a pertiibtenir
un modele décrivant correctement les concentrations plasmatiques de CMS et colistine chez
I’Homme, et une validation du modéle a été effectuée sur une partie des données observées
(Figure 29). Aucune modification structurale du rgled’a été nécessaire, ce qui souligne la
pertinence de ce modéle pour prédire les concentrations plasmatiques chez I’Homme. L’esti-
mationd’une constante d’hydrolyse du CMS (Kjy4 cms) plus forte mais d’une constante de
degradation de colisting({,, co.s) plus faible chez ’Homme (Tableau § que chez le porc
pourraits’expliquer par I’existence de mécanismes biochimiques de distrilion et d’élimina-
tion de la colistinelifférents entre I’Homme et le porc, malgré une physiologie proche de ces
deux espéces (Swindle et al., 2012). A ce joesneécanismes (probablement enzymatiques)
ne sont pas conn&sil est donc difficile de tenir compte de la particularité de chaque espéce.

Comme chez le porc, une sécrétion tubulaire de CMS semble nécessaire pour expliguer les
guantités de CMS urinaires retrouvées chez le volontaire sain. Cette sécrétion a été estimée a
une valeur plus faiblehez ’Homme que chez le porc adulte (2,07 L/h versus 8,35 L/h) alors
gue la fraction libre plasmatique de CMS était similaire. La encorgadésilarités d’espéces
au niveau des transporteurs rénaux pourraient expliquer ces différences mais ceci nécessite con-

firmation, en I’absence de connaissances précises sur les mécanismes impliqués.
En outre, la réestimation des parametres a été faite uniqguement avec des données plasma-

tiques et urinaires, et donc la distribution rénale de la colistine n’a pu étre correctement rensei-

gnée. Ainsi, ce modéele préliminaire ne peut étre utilisé que pour décrire la cinétique plasmatique
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du CMS et de la colistinenais ne peut présager, en 1’état, du profil cinétique rénal (ni des

autres organeshez I’Homme.

Enfin la derniére étape a consisté en I’adaptation du modele PBPK a I’enfant. Pour cette
extrapolatior I’enfant, la démarche suivie a été d’utiliser la méme approche quéadaptation
du modeéle PBPK porc adulte au modele PBPK porcin juvénile, éaiit avérée satisfaisante.
Ainsi les parametres PEM structuradstimés chez ’Homme adulte ont été adaptés propor-
tionnellement au poid&n 1’absence de réelles données de validation disponibles chez 1‘enfant,
seules des prédictions ont été proposées pour un enfant de 5 ans. Ce choix a été fait car les
données physiologiques pour cet age sont bien renseignées (Edginton et diCRPO2002)
et aussi car il correspondrait a un age moyen par rapport a la correspatidgesales porce-
lets (Gasthuys et al., 2016). Le profil typique a été simulé apres différentes doses de CMS re-
trouvées dans la littérature. Il ressort de ces simulationsegdedes supérieures aux recom-
mandations actuelles seraient nécessaires pour obtenir des concentrations plasmatiques théra-
peutiqgues. 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). Gependant
ils sont en contradiction avec la publication de Mesini et. al dans laquelle les concentrations en
colistine étaient élevées (entre 4 et 18,9 ug/mL en fin de perfusisnlyun traitement avec
150 000 Ul/kg/jr de CMS (Mesini et al., 201Dyautres 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 souligriartilité 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 étuale lors d’altération de la fonction rénale,
il est également possible que les mécanismes (inconnus) liés a 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 & mentionner:dRadapadlation in-

ter-especes de la colistine une réestimation des parameétres obtenus chez le porc adulte a da étre
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effectuée, et ce malgré la physiologie proche de ces deux espéces. Ceci souligne la faiblesse de
I’approche PBPK lorsque I’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 idéfiés, I’incorporation de ces informations dans le modéle PBPK

permet une extrapolation inter-especes plus pertinente (Thiel et al., 2015). Ainsi, il semble né-
cessaire de réaliser des expérimentationgro pour identifier lesnécanismes 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 parametres seulement a partir de données plas-
matiques et urinaireshez I’Homme, le modele ne peut étre considéré comme valide pour pré-
dire les concentrations rénales chez les patients (adulte et pédiatrique). Le rein étant un organe
d’importance vis-a-vis de la toxicité de cette molécule, il serait primordial d’avoir un modéle

permettant ces prédictions.

Enfin, le manque de données detdique plasmatique chez I’enfant ne permet pas d’avoir
une vraie validation externe du modéle PBPK adapté dans cette étude. Il est donc nécessaire de
réaliser ces études afin de pouvoir enrichir et d’évaluer la capacité prédictive du modele. De
plus,l’adaptation a été réalisée pour des porcelets pouvant correspondre a des enfants de plus
de 2 ans mais #st trop délicat d’extrapoler ces résultats aux nourrissons et nouveau-nés (<1

an), pour lesquels la maturation fonctionnelle des organésin d’étre terminée (Friis, 1983).

En conclusion, méme si cette approche reste préliminaire, un modele PBPK pour le CMS
et la colistine a été développé chenfant, grace a une extrapolation inter-especes et inter-age.
Seules des prédictions plasmatiques ont pu étre réalisées mais ces simulations ont montré que
les doses actuelles de CMS chez I’enfant sont probablement trop faibles pour obtenir des con-
centrations de colistine suffisantes. Une validation de ce modeéle avec des données issues

d’études cliniques est cependant nécessaire pour confirmer ces résultats.
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CONCLUSION

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
gue le développement et la diffusion des résistances a son encontre (notamment fesrgenes
conduisent’Homme vers une nouvelle ére 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 antibiotigue ayant été pendant longtemps abandonné en médecine hu-
maine, relativemenjeu d’études récentes se sont attachées a explorer la PK de la colistine et
de sa pro-drogue. Une meilleure connaissance de sa pharmacocinétique est cependant néces-
saire en raison des problemes de néphrotoxicité (index thérapeutique étroit) qui obligent a op-
timiser au mieux les doses utilisées, notamment dans les sous-populations particulieres comme
les enfants.

Ces travaux de thése grirmis d’apporer des éclaircissements importants sur ces sujets.

Concernant lesrisques de sélection de résistance a la colistine lors d’usages par voie orale:

- En production porcine, les doses thérapeutiques utilisées en Europe semblent suffisantes
pour empécher la sélection intra-intestinal Besoli résistantes étant positivesnar-1, pro-
bablement en raison des concentrations digestives obtenues qui sont largement supérieures a la
CMI de ces souchebléme s’il faut rester prudent et qu’on ne peut présager du comportement
d’autres souches E. coli, ces résults sont en accord avec la prévalencende-1 qui reste
globalement faible en production porcine en Europe (EMA, 2(RbBduma et al., 2016c¢) et ce
malgré les fortes quantités de colistine utilisées dans cette filiere de production depuis des dé-
cennies, et alors méme que ce géene a été identifié chez des soucheaustEbasdes années
1980 (Shen et al., 2016).

Cependant, ces résultatssaéfisent pas a démontrer qu’il n’y a pas de sélection demcr-1
en dehors de ces conditions contrék&eBautres investigations sont nécessaires afin de mieux

cernercerisque. Les pistes de réflexion a poursuivre sont exposées dans les points suivants

» L’impact de 1’'usage de colistine doit étre évalué dans des conditions plus proches de
celles retrouvées sur le terrain, a savoir son administrditettement dans I’ecau de boisson
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ou I’alimentation et a 1’échelle d’un groupe d’animaux car ces modalités peuvent entrainer une
variabilité inter-individuelle importante dans le nivedex@osition du microbiote intestinal &
I’antibiotique par rapport au gavage individuel (Soraci et al., 2014). En duisege de colis-
tine a des concentrations sub-thérapeutigues comme facteur de croissance est encore autorisé
dans certains pays d’Asie alors que la prévalence der-1est forte dans ces régions (Liu et al.,
2015 Nguyen et al., 20L6hen et al., 2016).’impact de cet usage particulier sur la sélection
de résistance (dontcr-1) devrait étre explorour savoir s’il a la forte prévalence retrouvée.

En outre, nos expérimentations ont été menées avec des animaux sains et une souche non-
pathogéne porteuse der-1 Le méme type d’étude avec des porcs malades a déja été mené
pour étudier I’émergence de résistance (mutation) a la colistine (Rhouma et al., 2016b). Les
porcelets atteints d’infection digestive colibacillaire sont sujets a des modifications importantes
de leur équilibre digestif qui pourrait avoir un impact sur les phénomenes de sélection. Ainsi,
I’impact d’un traitement a la colistine sur la sélection d’une souche E. coli pathogene et porteuse
demcr-1inoculée chez le porc semble intéressane. En effet, de telles souches pathogénes por-
teuses dencr-1 ont déja été identifiées au Japon dans des élevages porcins (Kusumoto et al.,
2016).

» Lacapacité de diffusion des souches porteusescdel entre animaux d’un méme éle-
vage devrait également étre exploree méme type d’expérimentation que dans notre étude
pourrait ainsi étre men@,savoir inoculation d’une souche type ECmcrl+ sur certains porcs
puis mise en contact@es animaux avec d’autres animaux non porteurs. Ce type de protocole
a déja démontréon efficacité pour quantifier la transmission d’une souche dg. colirésistante

a une fluoroquinolone entre porcs (Andraud et al., 2011).

» Etudier Esphénomeénes de diffusion der-1vers d’autres espéces bactériennes in vivo
dans les intestins, dont les populations microbiennes non cultivabigsge de techniques
métagénomiques de type « whole génome sequencing » est une approche intéressante pour re-

pondre a cet objectif (Looft et al., 2012).

> Les conséquences de la présence de colistine et de bactéries résistantes dans le lisier
sont encore mal connuesaid I’environnement proche (lisier, déjections de chien et mouche)
d’¢levages porcins contenant des animaux positif pourmcr-1, des souches porteusesrder-1

ont été détectées, soulignant que la dissémination n’est pas a négliger (Guenther et al., 2017).
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Une autre étude a montré que dans le lisier de poulets traités a la colistine, des plasmides étaient
retrouvés jusque 6 semaines apres stockage et que ces plasmides avaient la possibilité d’étre

transférés a des souches réceptrices (Le Devendec et al., 2016).

» Enfin, Pamélioration des facteurs permettant de baisser 1’'usage des antibiotiques en pro-
duction animaléles pratiques d’hygiéne, I’amélioration des conditions d’hébergement) sont a
privilégier en premier lieu (Rhouma et al., 201@&). outre, il est nécessaire d’évaluer les
usages de colistine dans les autres productions animales, telle que la filiere aviaire, ou les taux
de prévalence dacr-1semblent plus forts que pour le porc (Abdul Momin et al., 2B&#in-
Guyomard et al., 2016).es modalités d’usage de la colistine dans ces filiéres devraient étre

investiguées.

- Concernant’ Homme, notre modele expérimental chez le rat n’a pas mis en évidence de
phénoméne sélection &e coli résistantes positivesndcr-1,apres usage de colistine en SDD.
A T’instar de ce qui a été trouveé chez le porc, les fortes concentrations digestives de colistine
(largement supérieures a la CMI de notre souche) expliqguent probablement ces résultats. Ces
travaux préliminaires nécessitent confirmationun plus grand nombre d’animaux ainsi qu’en
comparant des traitements a la colistine seule avec le traitement usuel complet de SDD (colis-
tine, amphotéricine, tobramycind) usage de souches avec des CMI a la colistine plus fortes
pourrait également étre testé.

En plus de ces expérimentations animdgesuivi clinique de la dynamique decr-1,
et de toutes les souches globalement résistantes a la colistine, est indispensable dans les hopi-
taux ayant recours a la SDD. Une détection efficace des souches col-R est un prérequis indis-
pensable a une bonne utilisation de la colistine en SDD et cette détection doit pouvoir étre
réalisée avec des méthodes rapides. Si les techniques classiques de culture bactérienne man-
guaient de sensibilité en raison des problémes 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., 201;7Nordmann et al., 2016). Dans notre étude, le milieu SuperPo-
lymyxin s’est avéré étre efficace pour discriminer lesk. coli col-R et son utilisationa plus
grande échelle permettrait de confirmer son efficacité. En outre, des techniques de PCR ont

également été développées afin de détecter la présemoerdedirectement a partir d’un
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échantillon de fées(Bontron et al., 201;,6Chabou et al., 2016) et ces techniques restent réali-
sables en routine.

Les techniques de métagénomiques pourraient la aussi étre utile pour mieux caractériser
I’impact de ces traitements a la colistine sur la sélection des genes de résistance aux antibio-
tiques (pas seulementcr-1) dans I’ensemble du microbiote intestinal. Seule une étud€est
intéressée a ce sujet dans le contexte de la SDD (Buelow et al., 2014) et une augmentation de
la proportion de genes de résistance a été observée suite au traitement, mais avec une forte
variabilité inter-individuelle. La diminution croissante du colt de ces méthodes devrait inciter

a la réalisation d’études similaires sur un plus grand nombre de patients.

Concernant Pexploration pharmacocinétigue du CMS et de la colistine aprés usage par

voie systémique

Un modele PBPK pour le CMS et la colistine a été développé chez le porc grace aux
nombreuses données expérimentales plasmatiques, urinaires et tissulaires collectées. Ce modéle
est inhabituel par rapport aux modéles PBPK plus classiques car les réactions de transformation
et/ou délimination du CMS et de la colistine sont présentes dans tous les organes. Ce modele
semble donc étre a ce jour le modéle le plus proche de la réalité physiokbglgaBME de
cesdeux molécules. Les concentrations tissulaires mesurées ont dégqaeniréolistine s’ac-
cumule dans le rein des porcs lors d’administration répétées, ce qui peut étre mis en lien avec
les phénomenes de toxicité observés en pratique clinlgzd’Homme. En outre, ce modeéle
a permis de décrire de fagon mécanistique la distribution et 1’élimination de ces deux molécules,
avecl’existence d’une sécrétion tubulaire forte de CMS (pincipalement responsable de 1’éli-
mination urinaire de CMf&et d’une réabsorption importante de colistine dans le rein avec en-
suite une dégradation intra-rénale lente (liée a des liaisons intracellulaires). Une hypothéese de
liaison de la colistine dans le compartiment sanguin est également avancée.

Le développement de ce modele s’est heurté a plusieurs difficultés. En premier lieu, le
fait de prendre en compte la colistine et sa pro-drogue a complexifié la structure du modéle et
a nécessité la comparaisafe nombreux modeéles structuraux (plus d’une cinquantaine).

L’usage de différents schémas posologiques de CMS(différentes doses et voies d’administra-
tion) a permisd’une part, d’obtenir de nombreuses données expérimentales et ainsid’enrichir
le modéle mi, 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 runsportants (plusicurs jours lors de I’ajout des ITV malgré la parallélisation

des cores des ordinateurs). En oufrehténtion du modele final a également été compliquée

par le fait qud’état d’équilibre apres les perfusions IV n’ait pas été atteint pour le rein, ce qui

a rendu plus difficile I’ajustement du modele aux données plasmatiques et rénales en méme
temps. Malgré ces limites, la méthodologie utilisée nous donne confiance dans la pertinence de
ce modele PBPK pour le CMS et la colistine chez le porc.

Plusieurs applications de ce modele PBPK ont par la suite été explorées

- L’estimation des temps d’attente pour des porcs traités avec du CMS par voie systé-
miquea souligné ’intérét des modéles PBPK en médecine vétérinaire, pour un objectif de sé-
curité alimentairegomme le soulignent de plus en plus d’auteurs (Leavens et al., 2012n et
al., 2016 Yang et al., 2011). Cependant, il semble nécessaire de mener des expérimentations
animales supplémentaires afin de confeofe temps d’attente prédit avec des données tissu-
laires rénales observées a ces tempBrobutre, 1’approche de population (NLME) couplée au
modéle 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 modéle reposent sur le couplage avec
d’autres approches de modélisation qui permettraient’améliorer la valeur prédictive du mo-
dele, comme par exemple la pris en compte de la variabilité des parametres physiologiques

inhérente a une populatidianimaux (Li et al., 2017).

- Une approchd’extrapolation inter-ages et inter-espéces a été réaliséd’ afipter
le modéle PBPK aux populations humaines adultes et pédiatriques. Chez le porc et le porcelet,
cette analyse a montré glismfluence de 1’age sur la PK de la colistine et du CM&stlimitée
sur la tranche d’age des porcelets utilisés. Pour I’extrapolation inter-ages, une adaptation des
parametres estimeéez I’adulte proportionnellement au poids a suffi pour prédire la cinétique
plasmatique et rénatéez 1’individu juvénile. A contrariq pour I’extrapolation inter-espéeces,
une réestimation des parametres 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 ddhstrapolation inter-espéces de ce modéle en lien
avec le manque de connaissance sur I’ADME du CMS et de la colistine (exprimé plus bas).
Cependant, ce modele PBPK pourra étre utile pour prédire les concentrations plasmatiques chez

I’Homme. En outre, la plasticité des modeles 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 1’avenir étre exploré afin de confronter le modele avec les nombreuses données
de cinétique plasmatiquesigs d’¢études avec des patients de réanimation traités avec du CMS
(Garonzik et al., 2011Grégoire et al., 2014 araiskos et al., 2015&lachouras 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 suffistapiieslia prise en
compte de la fonction rénale est important. Il aurait été inténed'sailiser des porcelets plus
jeunes, dont la physiologie se rapproche plus de celle d’un nourrisson chez I’Homme afin d’étu-
dier I’impact d’une immaturité prononcée des fonctions physiologiques sur I’ADME du CMS
et de la colistine. Cependant, les aspects technifuestique 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 1’éva-

luation de la capacité de prédictioud modele PBPK chez I’adulte (Willmann et al., 2007),
permettrait de généraliser a une population plus large. Cependant, les prédictions du modele
devront étre confrontées avec des données clinidge$ enfant. Peu de données de cinétiques
plasmatique de colistine ont été publiées a ce jour chez I’enfant alors que de telles données

restent relativement aisées a obtenir. La réalisation de telles études cliniques est donc nécessaire
a la validation de ce modéle. Ces résultats préliminaires apportent néanmoins des informations

utiles et nouvelles qui peuvent avoir un impactlaage 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 ’ADME du CMS et de la colistine. Ces
informations auraient permis de mieux documenter le madel@si d’améliorer sa capacité
prédictive La détermination desiécanismes d’élimination de la colistine (enzyme(s) impli-
gueée(s)) ainsi que les mécanismes renmapkiqué dans 1’excrétion/la sécrétion/la réabsorption
semble fondamental€identification des potentiels transporteurs rénaux impliqués dans la sé-
crétion de CMS grace a des essaigitro avec des modéles de vésicules modifiées sur-expri-
mant les transporteurs rénaux pourrait étre explorée (Fekete et al., 2015). Bt auléeom-
parative de la vitesse de dégradation extra et intracellulaire de colistine au niveau rénal pourrait
étre évaleegrace a des systemes reproduisant la microphysiologie des cellules tubulaires ré-

nales (Weber et al., 2016). Ces essais permettraiehinéga 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
rénalesL’hypothése de liaison vasculaire pourrait étre explorée également, par exemple grace
ades études d’adsorption de la colistine a diverses matricgsnme les érythrocytes ou 1I’endo-

thélium vasculaire. Les mécanismes de fixation protéique du CMS et de la colistine sont éga-
lement a déterminefeule I’AGP a été identifiée comme acteur important dans la liaison pro-

téique a la colistine. linfluence de 1’age sur ce paramétre devra étre 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, I’identification des protéines impliquées dans ces liaisons n’a pas été réalisée a ce jour.

Enfin, desaméliorations de la méthode analytique de dosage poM$e€la colistine
semblent nécessaires. Le point majeur reposi sidéveloppement d’une méthode directe de
détection du CMS (et de ses différents dérivés pattigia)de s’affranchir des problémes de
discrimination du CMS et de la colistine, notamment lors des dosages intracellulaires (comme
pour le rein). Ces progrés permettraient en outre de faciliter la réalisation des expérimentations

in vitro précédemment suggérées.

A I’avenir, ce modele PBPK permettant de prédire le profil des concentrations tissulaires
en colistine en fonction du temps pourrait également étre cormabiménodéle pharmacociné-
tigue-pharmacodynamique (PKPD), comme il en existe pour la colistine (Khan et al,, 2016)
permettant ainsi de prédire la décroissance bactérienne dans les différents sirgadiéss/
fection. Ce type de modélisation PBPD, qui combine des informations vitro, in vivo et

cliniques, a déja été développé avec succes pour la ciprofloxacine (Sadiq et al., 2016).
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Tableau St Paramétres PK du CMS et de la colistine chez diverses espéces animales et ’Homme

(études effectuées a partir des années 2000, non exhaustif)

Espéece

Dose, voie et poids

! méthode
moyen/median

Parameétres PK

Colistine

Références

Rat

15 mg/kg CMS (IV)

Clcms = 11,7 £ 1,8 mL/min/kg
Vss_cus= 0.30 + 0.06 L/kg
CLr cms= 7,2 = 2,2 mL/min/kg
tio cmws= 23,6 £3,9 M

t12_coi= 55,7 £ 19,3 min

(Li et al., 2004)

fm=6,8%
Clcou =5,2 £ 0,4 mL/min/kg (Lietal
1 mg/kg colistine (IV) NCA Vss_cou= 0,49 + 0,062 L/kg 20039 B
ti2_cou= 74,6 £ 13,2 min
Clcws = 14,6 £ 3,6 mL/min/kg ClLcou = 8,5 = 1.0 mL/min/kg
= + = +
15 mg/kg CMS (IV) NCA :/SS_CMS -02'3236 S ﬁzsmr?nukg :/SS_COLI —0’7%4410'12451'_::% (Marchand et
.. 1/2_CMS,IV— sV = 9, 1/2_COLI_SC- y+ = ’
1,5 mg/kg colistin (SC) tu cou v= 35.5 + 5,6 min al., 2010a)
fm=125%
= + i
5, 15, 30, 60, 120 mg/kg Clews = 12,9 £ 3,6 mL/minikg . (Marchand et
CMS (IV) NCA t2 cms= 23,5 = 3,1 min t12 cou= 37,6 £ 6,5 min al., 2010b)
fm=10,2% h
Clcou = 4,28 £ 0,93 mL/min/kg
0,5 mg/kg colistine (IV)  NCA Vd_cou = 0,396 + 0.107 L/kg %Tfef etal,
tiz cou=67,8 6,6 min
0,35 mg/kg colistine (IV) NLME® \C/ILcou = Z(Z) TSI)JC/T/ kg (Gontijo et al.,
324 +24 ¢ CENTRAL = %, g 2014

Veeriph= 0,19 L/kg
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Clcwms = 22,2 mL/min/kg

Souris 15 mg/kg CMS (SC) NCA  Vss cus= 1,03 Likg é%‘i‘ghe”e'
tiz_cms= 33,0 min tiz cou= 33,0 min
_ Clcou = 7,46 mL/min/kg (Lin et al
Souris 2,64 mg/kg colistine (1V) NCA Vd_ cou=0,40 L/kg h
o : 2017
(neutropéniques) ti2 cou= 37,1 min
ClLcms = 2,5 £ 0,13 mL/min/kg
Lapin 15 mg/kg CMS (1V) NCA Vss aus = 0,13 £ 0,0016 L/kg (Bouchene,
2.2 kg ti2 cms= 43,0 + 3,5 min tiz cou= 80,8 + 8,3min 201@
Clcms = 2,7 £ 0,8 mL/min/kg
Porcs iéSkrgg/ kg CMS (V) NCA  Vss cws= 0,25 + 0,088 Likg (Z%Ci‘z;he”e’
tiz_cms= 50,9 £ 4,2 min tiz cou=129 + 0,4 min
ClLcowim=4,92 + 1,67
Porcs 3,2 mg/kg CMS (1V, mL/min/kg
(avec pneumonie) toutes les 8h) NCA Vd_couimm = 0,75 £ 0,39 L/kg (Lu et al., 2010)
20+ 2 kg tio cou=1,7%20,4h
4 mglkg CMS (IV) Clcwms =_O.95 mL/min/kg CLCOLI/fm_= 0.55 mL/min/kg
Mouton 3 mg/kg colistine (IV) NCA Vss ems= 1,17 L/kg Vss_cou= 0,62 L/kg (Landersdorfer
34_ 43kg t12_cms= 14,2+ 3,8h ti2_cou= 143+23h etal., 2017)
fm=17,4+56%
2,5 mg/kg CMS (|V) Clcws=2,6+0,8 mL/mln/kg ti2_cou= 130 + 15 min
. 0,379-0,485 mg/kg col- Vss cms= 0,152 + 0,020 L/kg (Marchand et
Babouin istine (IV) NCA i cvs= 38,5 7.6 min al., 2015)
10— 13kg
Homme o n|ng e onte 85ho k \?LCMS ) zbost'Z%QT/nk/kg (Li et al
. . pour les patients > (o} ss_cvs= 0,34 £ 0, g 1etal,
(patients atteints de 80 mg toutes les 8h poul NCA tiz cms=2,1+0,9h tiz cou=4,2+1,3h 20033

mucoviscidose)

les patients < 50 kg (1V)
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Homme
(patients critiques,

240 mg en IV toutes les

CLcwms = 2,8 mL/min/kg
Vss cmws= 0.16 L/kg

CLcou/fm,con = 1,8 mL/min/kg
Vss_couim,coi= 2,3 L/kg

(Plachouras et

b
sans altérations de I 22+ 13.7 kg NLME ti2 cms « = 0,046 h tyo_cou= 14,4 h al., 2009)
fonction rénale) - tiz ems p=2,3 h
CLcms = 2,0 mL/min/kg CLcoLim = 0,66 mL/min/kg
Homme 80 mg CMS en IV NLME® :]//jsc—hjzs_:%i% I%/kg ZZS—CZ(L)IL':”mghO’N Lkg (Couet et al.,
(Volontaires sains) 72,7 +9,1 kg, e - 2011
tin oms = 2,0 h
fm=30%
Clcwms = 1,0 mL/min/kg CLcourm = 0,77 mL/min/kg
VeentraL = 0,19 L/kg Vss_coumm= 0,76 L/Kkg
Homme De 75 a 410 mg\ _ Veeripn= 0,32 L/kg .
(patients de réanima CMS/jour en IY a des in- NLMEP t12 cms= 11 h si Clereat <10; ti2_cou= 13 h si Clerear <10 ;13 (Garonzik et ,
tion) tervalles de 8 a 24h 5,6 h si Cloreatentre 11 et 69  h si Clerearentre 11 et69;9,1h 2019
59,1 kg (30,0-1064) 4,6 h si Clgrear >70 si CLcreat >70 ml/min/1.73 m?
ml/min/1.73 m2
Dose de charge de 480 Clcms = 2,7 mL/min/kg CLlcourm = 1,7 mL/min/kg
Homme mg CMS puis 80 a 240 Veenra = 0,14 Lkg Vss_coum= 2,7 Likg
(patients de réanima mg CMS toutes les 8h er  NLMEP Veerip= 0,35 Likg (Mohamed et
tion) v ti2 cms o= 0026 h ti2_cou=18,5h al., 2012)
81+ 22kg iz cus p= 2.2
Homme Non précisé CLcwms = 0,90 mL/min/kg CLcourm = 0,49 mL/min/kg (Grégoire et al.
(patients de réanima 76 kg (4(}175) NLMES® VSS_CMS= 0.21 L/kg Vss_ COLI/fm— 0,13 L/kg 2014 ’
tion) tiz cms= 1,6 h tie cou=3,1h
Homme 160 mg CMS tputes les ClLcms = 1,4 mL/min/kg CLcorim = 0,67 mL/min/kg _
(patients de réanima 8h .(|V .San la $€en né- NLME® VSS_CMS= 0,19 L/kg Vss_ COLI/fm— 0,17 L/kg (BOISSOH et al.,
tion) bulisation) ti2_cws= 1,6 h tiz cou=2,9 h 2014
79 +17kg
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Homme Clcwms = 1,24 mL/min/kg CLcourm = 1,0 mL/min/kg
. L. Dose de charge de 9 MI!
(patients de réanima _ . VcentraL = 0,018 L/kg Vss_ counm= 1,01 L/kg .
. L puis 4,5 MUI toutes les b (Karaiskos et
tion, avec légere at- NLME Veeripn= 0,16 L/kg
: . 12h (1V) al., 2015b)
teinte de la fonction t1/2_c|\/|s: 1,7 h t1/2_ coLl = 11,2 h
. 78 £ 20 kg
rénale)
7 nouveaux-nés 12 mg CMS/kg (IV) CL cowrm = 10 £ 5 mL/min/kg
. .. . , (Nakwan et al.,
(patients de réanima Age médian : 13 jr NCA Vss_coumm= 7,7 £ 9,3 L/kg 2016
tlon) 29+ O,9kg tu2 cou=9.0+£6.5 h

fm : fraction de la dose de CMS administrée convertie en colistine., fm,coli :fraction de la dose de CMS non excrétée dans les urinesest colstarg

IV : intraveineuse, SC : sous-cutaMA : analyse non-compartimentale, NLME : approche de population en non-linéaire a effet miie; €airance
totale de colistine ; CdoLiim: Clairance totale de la colistine formée ; VedéWolume de distribution. Les données des patients héngegial ont pas été prises

en compte. Pour les approches de types NLME, seules les valeurs typiques sont données

api-compartiment colistine)® bi-compartiment CMS, monocompartiment colistin@ono-compartiment CMS et colistine
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Tableau S2 Milieux utilisés pour le dénombrement des populations bactériennes

Populations

Milieux de culture

bactériennes

cible
Bacteroides

Gélose Bacteroides Bile Escul
(BBE)

Fournisseurs

BD, Le Pont de Claix,
France

Conditions d'incu-
bation

Anaérobiose, 37°C

Clostridium

Gélose Columbia supplémen-
tée avec :
1. Cystéine 160 mg/L

- Biomerieux, Marcy

I’Etoile, France

Anaérobiose, 37°C

2. Colistine sulphat - Sigma
10mg/L

3. Rouge neutre 40mg/L

4. Lait entier 5%

5. Sang de mouton 5%
Bifidobactéries = Gélose Bifidobacterium Modi- BD Anaérobiose, 37°C

fied

Lactobacilles Gélose Lactobacillus Selectior BD Aérobiose + CO2, 37°C

Entérobactéries = Gélose MacConkey ThermoFisher Scientific, Aérobiose, 37°C
Dardilly, France
Entérocoques GéloseCoccosel Biomerieux, Aérobiose, 37°C

12

10

-]

LOG UFC/g de féces
IS o

N

Figure S1: Quantification des populations bactériennes cultivable du microbiote intestinal du

Bacteroides

M limite inférieure (littérature)

Bifidobactéries Clostridium

Lactobacilles

H Donneur volontaire M limite supérieure (littérature)

Entérobactéries

Entérocoques

donneur
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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 a la fois en médecine humaine et vétérinaire. Ce-
pendant, I’arsenal antibiotique étant de plus en plus limité, la colistine apparait comme un des
derniers remparts dans la lutte contre les bactéries réiliantes chez I’Homme. Afin de

préserver I’efficacité de la colistine, deux problématiques ont été abordées dans cette thése :

0] les risques de sélection de résistance a la colistine en lien avec la découverte fin
2015 d’un gene porté par un plasmiderficr-1). Ainsi, I’impact de 1’usage de colis-
tine par voie orale en production porcine a été évalwé&o et une absence de sé-
lection a été observée dans nos conditions expérimentales. De facon similaire,
I’'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.

(i) le développement d’un modé¢le pharmacocinétique baseé sur la physiologie (PBPK)

chez le porc pour 1’'usage par voie systémique de la colistine et de sa prodrogue, le

colistine méthanesulfonate (CMS). Ce modele a permis d’explorer la distribution
tissulaire du CMS et de la colistine, notamment au niveau rénal ou la toxicité est la
plus fréquente. Comme application de ce modéle, I’estimation des temps d’attente

avant abattage lors d’usage de CMS chez le porc a été effectué. Enfin, la capacité

des modéles PBPK a réaliser des extrapolations intra et inter-especes a été utilisé
pour adapter ce modéele chez I’adulte et I’enfant, afin de pouvoir prédire les concen-

trations plasmatiques de colistine lors d’un traitement.

Mots-clés: colistine, antibiorésistance, pharmacocinétique, modele amjerad, mcr-1modéle

PBPK, médecine humaine, médecine vétérinaire



