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Avant-propos : Historique

« On ne connait pas complétement une science tant qu’on n’en sait pas [’histoire »

Auguste Comte, 1830

Premiéres traces

L’histoire de la pharmacologie remonte en des temps immémoriaux, mais c’est aux
environs de 2700 avant J-C que nous retrouvons les plus anciennes traces écrites avec deux
ouvrages fondateurs : le Nei-Jing (ou « Classique interne de [I’empereur Jaune ») de
I’empereur Houang Di, premier trait¢ de médecine chinoise traditionnelle, ainsi qu’un livre
dédié¢ aux drogues végétales, animales et minérales, le Bencao-Jing (ou « Classique de la
matiere médicale du Laboureur Céleste ») par ’empereur Shen-Nong et frére de Houang Di.
C’est aussi dans la médecine chinoise traditionnelle que sont mentionnés les premiers
traitements anti-infectieux avec ’utilisation du mercure contre la syphilis, du soufre contre la

gale et de ’armoise annuelle contre toutes sortes de maladies.

La civilisation égyptienne apporta également son lot de traitements. Ainsi, sur des
papyrus égyptiens datant des environs de 2000 avant J-C, il est mentionné 1’utilisation de la

levure de biere dans les affections intestinales (1).

Les premicres traces d’antibiotiques datent d’environ 550 avant J-C avec la découverte
de traces de tétracycline dans des ossements humains, a ’extréme sud de I’Egypte. Le régime
alimentaire et 1’ingestion d’aliments fermentés par des bactéries filamenteuses du genre
Streptomyces, synthétisant naturellement cette molécule, sont vraisemblablement a 1’origine
de cette exposition. La tétracycline, de par sa conformation spatiale, s’intégre particulierement
a ’os et a I’émail. Ceci explique que 1’on ait réussi a la détecter plusieurs siecles apres,

contrairement aux autres antibiotiques de I’époque (2).
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Découverte des bactéries

En préambule de ce chapitre, il convient de rappeler qu’il y a encore quatre siecles,
I’existence de micro-organismes n’était pas admise, ni méme suspectée. Leur découverte a été
permise par I’invention du microscope, dont les origines remontent a la fin du XVI® siécle et
qui est attribuée au hollandais Zacharias Jansen. Ces premiers microscopes tres rudimentaires,
ne contenant qu’une seule lentille, n’ont pas permis dans un premier temps de découverte
médicale majeure, leur utilisation relevant davantage du divertissement que de la science. Il
faut attendre les travaux d’un autre hollandais, Antoine Van Leeuwenhoek, pour que le monde

découvre la microbiologie quelques années plus tard (3).

Ce jeune bourgeois, drapier de formation se passionna pour les microscopes (il en
fabriquera plus d’une centaine au cours de sa vie) et observa au travers de sa lentille le monde
qui I’entourait. C’est ainsi qu’il découvrit les premiers micro-organismes vivant dans une
goutte d’eau de pluie. Il écrivit une lettre a la Royal Society en 1676 dans laquelle il décrivit
pour la premicre fois les « animalcules » présents dans ’eau: « En l'an 1675, a la mi-
septembre environ, je découvris de petits animaux dans l’eau de pluie qui avait séjourné
quelques jours dans une nouvelle bassine dont l'intérieur était peint en bleu. [...] Ces petits
animaux que je voyais étaient dix mille fois plus petits que la daphnie ou puce d’eau que I’on

peut voir vivre et remuer a l’ceil nu » (4).

Bien que sceptique de voir un « pseudo-scientifique » faire une des découvertes les
plus importantes de la science, la Royal Society envoya un de ses membres, Robert Hooke,
spécialiste de la microscopie, vérifier les dires de ce jeune chercheur. Celui-ci authentifia
effectivement sa découverte. Cet événement permis a Van Leeuwenhoek d’intégrer la
prestigieuse société savante et d’y envoyer par la suite ses différentes observations. Il
découvrit notamment que ces « animalcules » étaient sensibles a la chaleur en constatant que
le café briilant qu’il buvait le matin stérilisait le tartre de ses dents, habituellement grouillant
de vie. Cependant, ni lui, ni aucun des scientifiques 1’entourant, ne suspecta que ces micro-

organismes pouvaient étre la cause de nombreuses maladies humaines (5).

Il faudra attendre 39 ans apres sa mort pour que Marc von Plenciz déclare en 1762 que
les « animalcules » de Von Leeuwenhoek étaient responsables des maladies contagieuses. En
1835, I'italien Agostino Bassi démontra que la maladie du ver a soie (muscardine) était due a
un champignon microscopique qui la rendait contagieuse, appuyant ainsi la théorie de von

Plenciz (6).
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Parmi les illustres personnages ayant participé a la découverte du réle des bactéries en
pathologie humaine et aux moyens de les prévenir et de les combattre, il est impossible de ne
pas évoquer les deux peres fondateurs de la bactériologie moderne : Robert Koch et Louis

Pasteur.

En avril 1865, Louis Pasteur, s’appuyant sur le fait que les micro-organismes ¢étaient
sensibles a la chaleur, mit au point une méthode de stérilisation par chauffage des liquides,
appliquée dans un premier temps au vin et la biere : la pasteurisation (7). Ses découvertes ne
s’arréterent pas 1a : en 1878, il inocula a deux poulets une culture de bactéries responsables du
choléra (Vibrio cholerae), vieille de plusieurs semaines car le personnel de son laboratoire
¢tait partiellement parti en vacances. Pour une fois les poulets survécurent. Mais plus
incroyable encore, ils survécurent par la suite aux injections de cultures fraiches, 1étales pour
leurs congéneres. Il venait ainsi de poser les bases de la vaccination. Il réussit le méme exploit
en vaccinant vingt-quatre moutons sur un ¢levage de quarante-huit, les 5 et 17 mai 1881. Le
31 mai, la totalité des bétes regut une injection létale de culture virulente et le 2 juin, devant
les membres de I’académie de médecine, il put constater que seuls vingt-six moutons avaient

survécu, dont les vingt-quatre vaccinés (8).

Il convient également de mettre en lumicre les découvertes de Robert Koch au cours
de cette seconde moitié du XIX® siécle. En 1876, aprés trois années de recherche et
d’expériences sur le sujet, il démontra que le Bacillus anthracis était responsable de la
maladie du charbon. En effet, les animaux qui mourraient quelques jours apres avoir regu une
injection de culture de cette bactérie voyaient leur corps contaminé par une incalculable

quantité de la bactérie (9).

Robert Koch ajouta d’inestimables découvertes a 1’étude de la bactériologie telles que
I’utilisation de colorant a I’aniline, les lentilles a immersion d’huile, le condensateur de
lumiere (d’Ernst Abbe et Carl Zeiss), qui permirent 1’étude de bactéries jusque-la invisibles
avec les moyens de 1’époque. Enfin I'une des plus importantes est sans doute 1’utilisation de
gélatine pour solidifier le bouillon de culture. Le gel de culture permet alors la séparation des
différentes bactéries d’un échantillon en autant de colonies distinctes et de disposer par la

suite de cultures pures.

En aolit 1881, Koch entreprit de caractériser 1’agent responsable de la tuberculose en
utilisant la méme méthode que pour le bacille charbonneux : tout d’abord, observer le
pathogene chez des patients atteints de la maladie ; isoler et cultiver ce germe ; enfin

I’inoculer a des animaux sains et voir s’il provoque la maladie. Bien qu’il mit en évidence des
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bacilles, sur les tissus pulmonaires de patients atteints de tuberculose, grace a la coloration au
bleu de méthyle, la culture de ces germes se révéla totalement infructueuse. Il trouva la
solution en essayant de reproduire les conditions du corps : 1’adjonction de sang au milieu de
culture et, tout comme le développement de la maladie, une incubation de plusieurs semaines

permirent d’isoler pour la premiere fois le Mycobacterium tuberculosis.

Ces colonies pures injectées a des cobayes entrainerent irrémédiablement 1’apparition
de la maladie et les autopsies pratiquées sur ces animaux exposerent les 1ésions typiques de la
tuberculose. Koch publia ces résultats en avril 1882 (10). Le prix Nobel lui fut décerné en

1905.

Naissance de I’antibiothérapie

En 1875, un scientifique irlandais, John Tyndall, remarqua, au cours de ses recherches
sur la répartition des bactéries dans I’air, un antagonisme entre moisissures et bactéries. En
effet, dans certains de ses flacons, la contamination par un champignon entrainait la mort des
bactéries présentes. Cette découverte ne lui parut pas d’une importance capitale (rappelons
que ce n’est que sept années plus tard, en 1882, que Koch démontrera le role des bactéries en
pathologie humaine), il nota tout de méme cette observation dans son rapport a la Royal
Society de 1876 : « Quand la moisissure était épaisse et cohérente, la bactérie mourrait ou

entrait en léthargie, sombrant au fond de [’ éprouvette comme un sédiment » (11).

A cette époque, la médecine ne disposait pas de solution thérapeutique face a une
infection, quelle qu’elle soit. C’est pourquoi la découverte de la sérothérapie, en 1888, en
France par Héricourt et Richet, puis en 1890 en Allemagne par Von Behring (qui recut pour
cela le premier prix Nobel de médecine, en 1901) fut une premicre révolution en pathologie
infectieuse. Méme si son utilisation eut d’abord pour vocation de prémunir de certaines
infections (en transfusant le sérum d’un animal immunisé a un autre), son utilisation chez
I’Homme ne se fit pas attendre et c’est en 1891, lors de la nuit de Noél, que fut traité le
premier patient par sérothérapie antidiphtérique. Puis au printemps 1894, ce sont trois cents
enfants malades qui seront traités par un sérum antidiphtérique de cheval, faisant chuter la
mortalité de 51,71 % a 24,50 %. Son utilisation au cours du XX siecle fut importante,

notamment au cours de la Premiére Guerre mondiale avec des sérums antirabiques et
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antitétaniques. Malheureusement, la majorité¢ des infections restaient encore sans traitement

efficace, en particulier les infections d’origine bactérienne (12).

Quelques années plus tard en décembre 1897, a la faculté de médecine et pharmacie de
Lyon, Ernest Duchesne soutint sa thése intitulée « Contribution a l’étude de la concurrence
vitale chez les microorganismes, antagonisme entre les moisissures et microbes » (Figure 1).
Il y décrivit notamment que bactéries et champignons s’opposaient pour leur survie, in vitro,
mais il montra également que les animaux auxquels on inoculait simultanément la moisissure
Penicillium glaucum avec une solution virulente de microbes pathogeénes (B. coli et B.
typhosus) résistaient mieux a I’infection que ceux qui recevaient uniquement la culture
pathogeéne. « On peut donc espérer qu’en poursuivant [’étude des faits de concurrence
biologique entre moisissures et microbes, étude seulement ébauchée par nous, on arrivera,
peut-étre, a la découverte d’autres faits directement utiles et applicables a [’hygiene
prophylactique et a la thérapeutique » ; cette phrase conclut la thése du jeune médecin
militaire, mais malheureusement ses travaux ne seront pas repris par la suite et sa découverte

ne débouchera sur aucune application médicale (13,14).

FACULTE DE MEDECINE ET DE PIARMACIE DE LYON
Année scolaire 1897-98. — N 59,
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ALEXANDEE KEY, INPRIMEUNL DE LA FACULTE LE MEDECINE

8, num omnti, 4

Déssmbre 1807

Figure 1 Thése d’Ernest Duchesne, 1897
(faculté de médecine et de pharmacie de Lyon)

Antérieurement a ces travaux, fut synthétisée par Antoine Béchamp la premicre
molécule a activité antibiotique : 1’arsalinate de sodium, commercialisée sous le nom

d’Atoxyl en 1859. A cette époque, la molécule n’était utilisée que pour traiter des dermatoses
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mineures (son activité antibiotique n’était pas connue) et contrairement a ce que son nom
laissait supposer, la molécule était particulierement toxique (cécité par atteinte du nerf
optique). C’est en 1905 que 1’on découvrit que la molécule était également efficace contre la
trypanosomiase africaine (maladie du sommeil), mais sa toxicité rendit impossible son
utilisation dans cette indication (15,16). Néanmoins, cette découverte suscita 1’intérét du
scientifique Paul Ehrlich. Ce dernier, déja prix Nobel de médecine 1908 avec Ilya Mechnikov
pour leur théorie sur la réponse immunitaire centrée sur 1’interaction antigene-anticorps, puis
la phagocytose (17), ayant également étudié aupres de R. Koch, décida avec son équipe de
chimistes de synthétiser des séries de composés dérivés de 1I’Atoxyl. Son but était de
concevoir une « magic bullet », terme qu’il inventa pour définir une molécule hypothétique
capable de combattre spécifiquement un pathogeéne sans étre délétere a 1’hote. C’est cette
année-la également que Fritz Schaudinn et Erich Hoffmann identifierent le spirochete
(Treponema pallidum) comme bactérie responsable de la syphilis, fléau en ce début du XX°
siecle. Le seul traitement possible a 1’époque était I’application durant de trés longues
périodes d’onguents a base de sels de bismuth et de mercure, peu efficaces et treés toxiques, ce
qui fit dire a I’époque : « two minutes with Venus, two years with mercury » (18). En 1907,
Ehrlich et son équipe synthétisérent le composé 606 : I’arsphénamine et avec son assistant
Sahashiro Hata (Figure 2), ils démontrérent son action antibiotique, de loin supérieure aux
autres composés testés jusqu’alors. Il sortit sur le marché en 1910 sous le nom de Salvarsan,
puis fut complété par le Néosalvarsan (composé 914, Figure 3) en 1912 (19). En un an, le
laboratoire d’Ehrlich distribua 65 000 doses de Salvarsan. Son efficacité sur le tréponéme
syphilitique était indéniable et fut saluée par la presse scientifique, notamment par le rapport
de Konrad Alt en 1909 (20), Fleming en 1911 (21) et McDonagh en 1912 (22). Ces derniers,
en plus de confirmer son efficacité supérieure a celle des sels de mercure, mirent en garde
contre les effets toxiques de la molécule (neurotoxicité principalement) et souligneérent ses
contre-indications (épilepsie, alcoolisme), en en faisant, certes une molécule innovante, mais
pas une révolution en médecine infectieuse compte tenu de ses indications restreintes et de
son rapport bénéfice/risque. Par son approche de synthése multiple puis de criblage haut débit,

Paul Ehrlich est considéré comme le pere de la chimiothérapie (23).
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Seavuhurk 7
Figure 2 : Paul Ehrlich et Sahachiro Hata, 1910
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Figure 3: Arsalinate de sodium (Atoxyl, gauche), arsphénamine (Salvarsan, milieu) et
néoarsphénamine (Néosalvarsan, droite).
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Découverte de la pénicilline

La plus grande découverte du XX° siécle est attribuée a 1’écossais Alexander Fleming.
En 1901, a 20 ans, il intégra le St Mary Hospital Medical School, ou il commenga ses études
de médecine. Sept ans plus tard, il fut brillamment diplomé aprés avoir soutenu sa thése
intitulée : « les infections bactériennes et les moyens de les combattre ». Bien qu’il se destinat
a une carricre de chirurgien, le Dr Freeman le convainquit d’entrer dans le service de
bactériologie du St Mary’s Hospital ; et c’est ainsi qu’il intégra, dés 1906, 1’Inoculation
Department sous la direction de Sir Almroth Wright, orientant définitivement ses recherches
sur les infections bactériennes (24). Durant ces années, Fleming fut I’un des précurseurs du
traitement de la syphilis par le Salvarsan d’Ehrlich. I publia notamment un article en 1911
dans The Lancet décrivant les modalités d’utilisation du médicament et les résultats obtenus,

bien supérieurs aux sels de mercure utilisés, malgré une durée de traitement quasi-identique
(21).

Le 3 aolit 1914, le Royaume-Uni entra en guerre contre I’Allemagne et Fleming servit
en France dans le Corps des médecins militaires de la British Army. De nombreux soldats
décéderent durant le conflit 4 la suite de surinfections de blessures. En effet, peu de solutions
s’offraient aux médecins de I’époque : I’utilisation des antiseptiques restait sans effet sur les
infections déclarées. Browning ef al. en 1917 développerent une théorie sur ’utilisation de la
flavine comme antiseptique, a la fois en tant que traitement local qu’en intraveineuse pour
soigner les blessures infectées, avec peu de toxicité (25). Mais quelques mois plus tard la
méme année, Fleming montra que d’apres ses expériences, 1’utilisation de la flavine était plus
délétére que bénéfique (26). A la fin du conflit, témoin du manque de moyens dans le
traitement des infections et de cette nécessité, Fleming poursuivit ses travaux en
microbiologie. Il découvrit ainsi le lysozyme en 1922, une enzyme isolée du mucus nasale qui
possédait une activité antimicrobienne in vivo, mais malheureusement bien insuffisante pour

une utilisation en thérapeutique (27).

L’Histoire nous conduit en 1928, le matin du 3 septembre, dans le laboratoire de
Fleming, ou celui-ci, de retour aprés deux semaines de vacances, découvrit avec son assistant
Merlin Pryce, que certaines boites de Pétri, initialement ensemencées avec du staphylocoque
et laissées a température ambiante durant ses vacances, ¢taient contaminées par une

moisissure vert-de-gris. Ensemble, ils remarquerent alors que le champignon était entouré
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d’une zone d’inhibition ou les bactéries ne s’étaient pas développées (Figure 4). Fleming
identifia le champignon comme du Penicillium rubrum et supposa alors que ce dernier
produisait une substance qui empéchait la croissance des bactéries ; il nomma cette substance
pénicilline. En 1929, il publia sa découverte dans « The British Journal of Experimental
Pathology ». Dans cet article, il exposa sa découverte fortuite ainsi que toute une série
d’observations. Il expliqua notamment que seule cette souche de Penicillium semblait capable
de produire la pénicilline. Il testa la sensibilité de nombreuses bactéries face a cette nouvelle
substance et constata que les bactéries a Gram négatif y étaient insensibles. Enfin il montra
que le bouillon de culture n’était pas toxique pour les animaux et que la pénicilline était
dégradée par la chaleur (28). C’est cette dernicre caractéristique qui empécha Fleming de la
purifier. Il complétera ses observations dans un rapport de 1932 (29), avant d’abandonner les
recherches a ce sujet. Cela peut paraitre surprenant, mais a cette époque, 1’idée qu’une
molécule puisse guérir d’une infection établie releve de la chimére et méme Fleming
n’imagine pas pour la pénicilline une autre utilisation que celle d’antiseptique. La phrase de
Gerhard Domagk au 96° Congres des médecins et biologistes allemands de 1950 & Munich
résume bien le cynisme de la communauté scientifique de 1’époque : « Si on avait dit, vers
1930, qu’on puisse guérir une blennorragie en faisant absorber des comprimés ou en
pratiquant une ou deux injections, on se serait fait traiter de charlatan... Et si quelqu’un avait
pensé pouvoir guérir une des maladies infectieuses qui, a I’époque, étaient pour la plupart
mortelles, on [’aurait pris pour un fou, ou encore, on aurait consideré la guérison comme un

miracle biblique » (30).

Figure 4 : Inhibition du staphylocoque par le Penicillium (Lancet, 1929, gauche) et Fleming dans son
laboratoire (St. Mary’s Hospital, 1931, droite)
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Néanmoins, les travaux de Fleming intéresserent la communauté scientifique. C’est
ainsi qu’en 1930, un jeune bactériologiste, C.G. Paine, cultiva la souche de Fleming et obtint
de ses cultures un jus de moisissure. Avec ce dernier, il lava les yeux infectés de quatre
nourrissons et en quelques jours, la guérison fut totale (31), mais 1a encore la supposition qu’il
existdt une substance capable d’un tel miracle sembla trop illusoire. Les travaux sur la
pénicilline ne s’arréterent pas la. En 1931, Harold Rainstrick, directeur de la London School of
Hygiene and Tropical Medecine, étudia avec son équipe la souche. Ils publierent en 1932 un
article ou ils exposérent que 1’identification de Fleming était incorrecte, que le Penicillium
¢tait de ’espece notatum (désormais chrysogenum depuis 1’avénement de la génomique) et
non rubrum. Ils montrérent aussi que seule cette espece était capable de produire la pénicilline
(32). Enfin, un étudiant américain, Roger Reid, récapitula en 1934, 1’ensemble des
expériences faites : propriétés de culture du Penicillium, parametres physico-chimiques et

pouvoir bactéricide de la « substance inhibitrice » (33).

Le formidable potentiel de la pénicilline aurait pu ne jamais étre exploité si 1’état
d’esprit de la communauté scientifique n’avait pas évolué. Ce changement de mentalité a
I’égard du pouvoir antibiotique des molécules est ’ceuvre d’un bactériologiste allemand :

Gerhard Domagk.

L’utilisation des colorants comme source potentielle de médicaments antibactériens
provient des expériences de Koch qui, on s’en souvient, utilisait I’aniline pour colorer les
bactéries. Depuis, on a pensé que certains colorants avaient le pouvoir de pénétrer et de
détruire spécifiquement les bactéries sans étre déléteres aux cellules humaines. En 1932, deux
chimistes du laboratoire Bayer proposerent a Domagk, directeur de la section bactériologie
chez IG Farben, une série de composés partageant une structure sulfonamide, dont la
sulfamidochrysoidine. Cette molécule qui se révélait étre un colorant médiocre, dénuée
d’activité in vitro, était indiscutablement efficace in vivo pour traiter des souris atteintes de
bactériémie a streptocoque (34). L’année suivante, en 1933, alors que la molécule n’était pas
encore mise sur le marché (elle le sera en 1935 sous le nom de Prontosil), Domagk en fit
I’expérience, en désespoir de cause, sur sa propre fille atteinte d’une septicémie. Les résultats
furent spectaculaires et la guérison quasiment immédiate. L’explication du paradoxe entre
I’efficacité in vivo mais non in vitro fut établie en 1935 par le laboratoire de chimie
thérapeutique de I’'Institut Pasteur : la sulfamidochrysoidine était métabolisée en para-
aminophénylsulfamide, qui se trouvait étre I’agent actif du médicament (Figure 5). Il

s’agissait donc d’un promédicament (35).
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Cette méme année, le régime hitlérien interdit par ordonnance aux allemands de
recevoir le prix Nobel (conséquence du fait que Karl von Ossietzky, journaliste pacifiste
militant, alors emprisonné en camp de concentration, se vit remettre, cette année-la, le prix
Nobel de la Paix). C’est pourquoi, lorsqu’en 1939, le comité Nobel voulut décerner le
prestigieux prix a Gerhard Domagk, il fut contraint de refuser. En effet, peu de temps avant sa
nomination officielle, le professeur Folke Henschen, membre du comité pria Goering
d’intercéder en faveur du savant. La réponse fut sans appel : « priere d’informer le comité
Nobel que I'attribution du prix Nobel a un allemand serait considérée comme fdacheuse ».
Domagk recut le prix Nobel malgré tout, fut arrété et emprisonné par la Gestapo, et dut
refuser, sous la contrainte, de recevoir la récompense. Il faudra attendre la fin de la guerre

pour que le prix lui soit officiellement remis en 1947 (30,36).
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Figure 5 : Sulfamidochrysoidine (Prontosil, en haut), promédicament du
sulfanilamide (en bas)

20



11" guerre mondiale et développement de la pénicilline

En 1929, apres la publication de Fleming sur la pénicilline, George Dreyer, professeur
de bactériologie de 'université d’Oxford et directeur de la Sir William Dunn School of
Pathology, se procura la fameuse souche de Penicillium. 1l envisageait alors que la pénicilline
était un bactériophage au pouvoir bactéricide. Bien que ses recherches furent vaines, elles

permirent a I’université de posséder la souche productrice de pénicilline (3,37).

En 1933, Ernst Chain, chimiste allemand d’origine juive, quitta 1’Allemagne pour
I’ Angleterre suite a ’arrivée du parti Nazi au pouvoir, et intégra successivement I’université
de Londres puis celle de Cambridge. Deux années plus tard, Howard Florey, le successeur de
Dreyer a Oxford le convainquit de rejoindre son équipe de recherche aux cotés notamment de
Norman Heatley et Margaret Jennings. Ensemble, et grace au soutien financier de la
Fondation Rockefeller, ils étudierent a leur tour la pénicilline a partir de 1939. Ils
découvrirent que la molécule n’était active qu’en phase de croissance bactérienne et
développerent une méthode pour déterminer la quantité de pénicilline présente dans un
échantillon. Mais la principale avancée fut de trouver la méthode qui permit de purifier la
pénicilline : la lyophilisation. Ainsi, ils disposerent de pénicilline pure et stable, ce qui leur
permit alors de commencer les expériences chez 1’animal. Contrairement aux expériences de
Fleming, ils injectérent en plus aux souris des doses létales de culture de bactéries
(Clostridium, streptocoques, staphylocoques) et montrerent que la pénicilline était le meilleur
agent chimio-thérapeutique jamais congu, pour les souris en tout cas. Toutes ces observations

furent publiées dans un article historique du Lancet, en aott 1940 (Figure 6) (38).

PENICILLIN AS A CHEMOTHERAPEUTIC

AGENT
BY
E. CHAIN, PH.D. CAMB. M. A. JENNTSGS,
H. W. FLOREY, B} OX¥D,
M.B. ADELAIDE, I. ORR“EWING,
A. D. GARDNER, B.M. OXFD,

D.M. OXFD, F.R.C.S. A. G. SANDERS
. . A M 3t )

N. G. HEATLEY, PH.D. CAMBE. M.B. LOND,
(From the Sir William Dunn School of Pathology, Oxford)

Figure 6 : Penicillin as a chemotherapeutic agent (Lancet, 1940, gauche) et 1’équipe de recherche
d’Oxford menée par H. Florey, premier rang au centre (University of Oxford, Sir William Dunn
School of Pathology, droite)
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Fin 1940, peu de temps apres la bataille de Dunkerque, I’ Angleterre vit les heures les
plus sombres de son histoire. Les bombardements font rage, frappant principalement les sites
de production industrielle, et les blessés se comptent par milliers. L’importance de développer
une molécule capable de les soigner devient urgente et capitale. Encore faut-il prouver que la

molécule est efficace chez ’Homme.

Le 12 février 1941, Alexander Arnold, un policier de 43 ans, devint le premier patient
traité par pénicilline pour une infection de la face a streptocoque et staphylocoque. Les
premiers résultats furent spectaculaires ; mais faute d’une quantité suffisante de pénicilline, le
traitement fut interrompu et quelques jours apres, le patient décéda. Heureusement les
expériences suivantes eurent des fins plus heureuses, notamment sur des enfants (ne
nécessitant pas de quantités aussi importantes), prouvant ainsi que la pénicilline pouvait
prétendre a une place prépondérante dans I’arsenal thérapeutique (39). Néanmoins, malgré la
nécessité évidente de produire des quantités importantes de pénicilline, 1’industrie anglaise

n’était pas en mesure, en plein effort de guerre, de répondre a ce besoin.

Ainsi, I’équipe s’attela a transformer le laboratoire de recherche en petite usine de
production ; ils engagerent pour produire la pénicilline, a 2 £ par semaine, les femmes restées
a arriere du front — les « penicillin girls » (Figure 7) — bardées de chauds lainages pour
supporter la température des chambres froides de la jeune « penicillin factory » (3,40). Malgré
ces efforts, la production fut loin d’étre suffisante pour couvrir la demande et 1’intensification

des bombardements de la Luftwaffe entrava encore un peu plus cette production.

Figure 7: Production de pénicilline a petite
échelle par les « penicillin girls » (University of
Oxford, Sir William Dunn School of Pathology)

22



Face a ce probléme, Florey embarqua avec Heatley pour les Etats-Unis en juin 1941.
Ils emportérent, cachés dans la doublure de leurs manteaux, les précieuses spores du
Pencillium notatum. A Peoria, dans I’Illinois, ils rencontrérent Robert Coghil et Robert Thom
du Northern Regional Research Laboratory (NRRL) et lancérent un programme de
développement de la production de pénicilline. Le NRRL fut une source cruciale
d’innovations sur la voie de la production industrielle : remplacement du saccharose par du
lactose, changement du bouillon de culture par la « corn steep liquor » enrichie avec des
précurseurs de la pénicilline tel que 1’acide phénylacétique et 1’utilisation de cuves — « deep
tanks » — pour une culture immergée du champignon, permirent un accroissement phénoménal
du rendement. Enfin, le NRRL entreprit en parallele de cribler un maximum de souches de
Penicillium, provenant du monde entier, pour trouver une souche dont la production de
pénicilline serait naturellement plus importante. Ironie de 1’Histoire, c’est sur un melon du
marché local de Peoria que fut découverte la souche la plus efficiente. Florey rendit également
visite a2 Alfred Newton Richard, vice-président des affaires médicales de Pennsylvanie,
également membre du Committee on Medical Research (CMR) et de 1’Office of Scientific
Research and Development (OSRD), organisme fondé en 1941 pour assurer une attention
«adéquate » a la recherche médicale en lien avec la défense nationale. Florey avait déja
contacté plusieurs industries américaines et Richard appuya sa demande, en assurant aux
entreprises ’appui du gouvernement américain puisqu’elles servaient 1’intérét national. Il
organisa a partir du 8 octobre 1941 plusieurs meetings entre les compagnies et le CMR au sein
d’un programme collaboratif (gouvernement et entreprises) pour accélérer la production de
pénicilline. La conférence la plus importante fut celle de New-York en décembre 1941, apres
I’attaque de Pearl Harbor et I’entrée en guerre des USA. A cette réunion, le NRRL fit part aux
entreprises de 1’avancée de ses recherches. Il fut également décidé que dans un souci d’intérét
général, toutes les parties se tiendraient informées de leurs avancées techniques respectives.
Ainsi Pfizer développa une méthode d'extraction a froid et mit en évidence 1'importance de
l'oxygénation des cuves pour la production ; Squibb résolut le probleme de la formation de
mousse inhérente a l'oxygénation par l'introduction du monoricinolate de glycérol comme
agent « anti-moussant » et développa également une technique de refroidissement des cuves ;
Lilly participa au projet, en ajoutant de nouveaux précurseurs de la pénicilline au milieu de

culture.
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Figure 8: « Deep tanks » pour la production industrielle de pénicilline (Pfizer, gauche) et
affiches prosélytes pour le développement de la pénicilline au sein des firmes américaines
(droite)

Grace a cette collaboration, en mars 1942, suffisamment de pénicilline était produite
pour traiter la premicre patiente aux USA, Mrs Ann Miller (New Heaven, Connecticut). Dix
patients bénéficiérent du traitement jusqu’a juin 1942. La production prit une nouvelle
tournure en 1943 lorsque le War Production Board (WPB) lanca un appel aux entreprises
pour augmenter radicalement la production de pénicilline : sur 175 réponses, 21 compagnies
furent sélectionnées pour participer au programme de production et s'ajoutérent aux
entreprises déja investies qu’étaient Lederle, Merck, Pfizer, Lilly, Squibb et Abbott. Ces
entreprises recurent les financements nécessaires pour répondre aux besoins de l'armée.
L'objectif principal était d'avoir suffisamment de pénicilline pour le D-Day et la reconquéte de
I'Europe (Figure 8). En juin 1944, la pénicilline était le premier traitement des forces armées
américaines et britanniques. Ainsi la production passa de 21 millions d'unités en 1943 a 1,7
milliard en 1944 et a plus de 6,8 milliards d'unités en 1945 ; la production initiale en flasque
d'un litre & 1 % de rendement passa a des cuves de 38 000 litres a 80-90 % de rendement. En
1949, la production était de 133 229 milliards d'unités, le prix chutant de 20 $ les 100 000
unités en 1943, a 10 cents. Le développement de la pénicilline dans ce contexte de guerre n’a
été rendu possible que par un effort phénoménal et une coopération jamais égalée entre les
pays, les gouvernements et les entreprises. C’est ce que souligna Florey en 1949 : « On ne
saurait trop rendre hommage a [’entreprise et [’énergie avec lesquelles les manufactures

ameéricaines se sont attaquées a la production a grande échelle du médicament. Sans leurs
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efforts, il n’y aurait certainement pas eu assez de pénicilline, le D-Day, en Normandie, en
1944, pour traiter toutes les victimes graves, britanniques et américaines. » (3,14,37,40)

Pour avoir réalisé sans doute la plus importante découverte du XX siécle, Fleming
et Florey furent anoblis en 1944 et Chain en 1965. Ils furent également récompensés du prix

Nobel de physiologie et de médecine en 1945.

Revenons en Europe, coté allemand cette fois-ci. A partir du début de la guerre en
septembre 1939, I’ Allemagne organisa, en parallele a ses actions militaires, une collecte des
articles scientifiques du monde entier via plusieurs pays « écrans » : Suede, Portugal, Turquie,
Mexique... En 1942 fut créée la German Society of Documentation, sous la direction du
ministre de la Science, de I’Education et de la Culture Populaire : Bernhard Rust, dont le but
était de répertorier les articles collectés, de les localiser et les transmettre aux différents corps
de recherche. Si la découverte de Fleming avait créé une vague au sein de la communauté
scientifique, I’article de Florey et Chain fut un véritable tsunami. C’est donc logiquement que
I’Allemagne s’intéressa a la pénicilline a partir de 1940. Au travers d’une société suisse
(Chemische Industrie in Basel : CIBA), ils contactérent Florey pour obtenir une souche de
penicillium. Requéte que Florey déclina. Mais I’histoire ne s’arréta pas la: les deux
organismes BIOS (British Intelligence Objectives Sub-committee, anglais) et CIOS
(Combined Intelligence Objectives Sub-committee, forces alliées) dont la mission était de
connaitre les avancées technologiques du III° Reich, enquétérent sur les différents pays
possédant la souche de Penicillium. Ils découvrirent ainsi que Fleming au début des années 30
avait envoy¢ sa souche au Dr. Schmidt, en Allemagne. Cependant, la souche conservée par le
Dr Schmidt avait perdu sa viabilité et il n’était plus possible de la faire pousser. Un embargo
fut alors mis en place par le gouvernent britannique pour empécher que le Penicillium ne
tombe entre des mains ennemies. L’Allemagne n’en resta pas la : de 1942 a 1944, la société
IG Farben multiplia les demandes auprés du CBS (Centraalbureau voor Schimmelcultures) a
Baarn en Hollande pour obtenir la souche. Toutefois, le CBS ne possédait pas la souche P.
notatum NCTC 4222 de Fleming, mais une autre — P. notatum (Westling) — qui ne produisait
pas de pénicilline. C’est ainsi qu’en dernier espoir, plusieurs laboratoires allemands tenterent
de produire de la pénicilline en criblant toutes les souches de Penicillium qu’ils pouvaient
trouver. Finalement Hans Knoll de Schott Glass y parvint en 1944, mais sans réelle
conséquence. En effet, pour diverses raisons, la découverte n’eut pas le méme impact du coté

allemand que du c6té Allié, du fait tout d’abord de I’absence d’autorité de coordination, qui
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aurait pu optimiser les recherches et la production entre laboratoires, mais également du
retournement de la guerre et des bombardements alliés qui visaient alors principalement les

usines de production (37,40—42).

Structure chimique

A partir de 1942, I’équipe d’Oxford sous la direction d’Edward P. Abraham et Ernst
Chain commenca une collaboration avec Wilson Baker, Sir Robert Robinson et Dorothy
Crowfoot Hodgkin, d’Oxford également, pour élucider la structure chimique de la molécule.
Apres avoir découvert en 1943 que la molécule contenait un atome de soufre, les scientifiques
s’opposerent autour de deux théories : la premiére soutenue par Robinson (prix Nobel de
Chimie 1947) consistait en deux cycles pentamériques reliés par une liaison simple ; 1’autre
soutenue par Abraham et Chain supposait un cycle a quatre cotés p-lactame accolé a un cycle
pentamérique. Bien que les études chimiques (de dégradation, de thermochimie et spectrales)
fussent en faveur du cycle B-lactame, il fallut attendre 1945 et les données sur la
caractérisation structurale par diffraction des rayons X de Dorothy Hodgkin pour clore le
débat. Il s’agissait alors de la plus grosse molécule dont la structure était élucidée grace a la
diffraction aux rayons X (Figure 9). Ces résultats furent publiés provisoirement en 1945, puis
définitivement en 1949. Lors de la remise de son prix Nobel, Chain qualifia cette découverte

« d’exploit considérable » (43-45).

_I/ CH3

Figure 9 : Formule développée de la pénicilline G, obtenue par
diffraction des rayons X, 1945
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Cette découverte initia I’age d’or des antibiotiques : entre les années 1950 et 1960 pres
de la moitié des antibiotiques encore utilisés aujourd’hui furent découverts (46). La
découverte de ces nouveaux antibiotiques a été rendue nécessaire par 1’émergence de
résistances associées a I’emploi massif d’antibiotiques, mais aussi d’un besoin d’élargir le
spectre de la pénicilline initiale, active uniquement sur les bactéries a coloration de Gram
positive. Ainsi, les pénicillines V (phénoxyméthylpénicilline), administrables par voie orale
car résistantes a 1’acidité gastrique (par le remplacement du groupe benzyle par un groupe
phénoxyméthyle), virent le jour en 1951 au Massachusetts Institute of Technology, grace aux

travaux de John C. Sheehan ; ce furent les premieres pénicillines hémi-synthétiques (47).

En 1959, I’équipe britannique du laboratoire Beecham, dirigée par F.R. Batchelor et
G.N. Rolinson parvint a isoler et cristalliser le pharmacophore (la partie active) de la
pénicilline : I’acide 6-aminopénicillanique (6-APA, Figure 10) (48). Cette découverte allait
permettre la naissance de nombreuses autres pénicillines en substituant les chaines latérales
par différents groupements (Figure 12, Tableau 2). Ainsi, cette méme équipe, avec le
concours de Chain, publia en 1960 dans The Lancet un article décrivant I’action d’une
nouvelle pénicilline (BRL.1241) contre le Staphylococcus aureus producteur de pénicillinase
(49). Cette molécule fut commercialisée sous le nom de méticilline et devint la premiére
pénicilline anti-staphylococcique utilisée. Elle fut remplacée par la suite par 1’oxacilline
(Bristopen en 1962), la cloxacilline (Orbenine en 1963) et la flucloxacilline (Floxapen en

1970) encore utilisées de nos jours.
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Figure 10: Formule développée du noyau 6-
aminopénicillanique, pharmacophore des J-
lactamines, 1959
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L’arsenal des pénicillines s’¢largit encore en 1961 avec la découverte des pénicillines
A, actives sur les Gram négatifs : tout d’abord I’ampicilline en 1961, puis I’amoxicilline en
1972 (Figure 11). L’amoxicilline différe structurellement de 1’ampicilline uniquement par un
groupement OH, ce qui lui confére une bien meilleure résistance a I’acidité gastrique et rend
donc une administration per os possible (biodisponibilité orale d’environ 93 %) (50-52).
L’amoxicilline est aujourd’hui I’antibiotique le plus consommé en France, représentant 32 %
des antibiotiques consommés en ville (53). En 1976, un nouveau composé isolé de la bactérie
Streptomyces clavuligerus, fut découvert. A premiére vue il s’agissait d’une nouvelle
pénicilline, mais les premiers résultats conclurent que son efficacité antibactérienne était
faible. En revanche, les travaux menés par le laboratoire Beecham montrérent que ce composé
possédait un puissant effet inhibiteur de B-lactamases en formant une liaison irréversible avec
I’enzyme, et ceci contre la grande majorité des P-lactamases produites, a 1’exception des
céphalosporinases produites par Pseudomonas aeruginosa et Enterobacter cloacae. Une
petite quantité de ce produit ajouté a ’ampicilline permettait de diminuer considérablement la
concentration minimale inhibitrice (CMI) d’une majorit¢é de bactéries normalement
résistantes. Ce composé fut baptisé « acide clavulanique » en référence a la souche dont il est
extrait. Il ouvrit la voie aux inhibiteurs de B-lactamases, qui permirent d’élargir amplement le
spectre d’action des pénicillines A, restreint jusque-la aux souches ne produisant pas de
pénicillinase (54-56). Cette famille d’inhibiteur fut complétée a partir de 1993 par le

tazobactam, puis le sulbactam et I’avibactam.
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Figure 11 : Formule développée de I’amoxicilline, 1972
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Tableau 1 : Liste des pénicillines actuellement sur le marché en France

Découverte /

Groupe DCI Nom Spectre
AMM
Lt Benzyl- .
Pénicillines G e PENICILLINE G 1929 Syphilis
pénicilline
Phé sthyl- Angine a strepto A ;
Pénicillines V. 0> 0" ORACILLINE 1951 neme a SHeplo 45
pénicilline prophylaxie
Oxacilline BRISTOPEN 1962
Pénicillines M Anti-saphylococcique
Cloxacilline ORBENINE 1963
Ampicilline TOTAPEN 1961 Gram + et Gram -
Pénicillines A ]
Amoxicilline CLAMOXYL 1972 sensibles
) o Idem pénicilline A +
Carboxy- Ticarcilline TICARPEN 1973 souches productrices de
pénicillines céphalosporinases (EB 3,
Témocilline NEGABAN 1982 Pyo)
Uréido- C
L Pipéracilline PIPERACILLINE 1977 Idem carboxypénicilline
pénicillines
Aminido- . Infection urinaire en 2°
L Pivmécillinam SELEXID 1975 . .
pénicillines intention
Acide
clavulanique + AUGMENTIN 1997 (AMM)
amoxicilline
Acide
clavulanique + CLAVENTIN 1987 (AMM)
ticarcilline
Inhibiteurs de f- Souches productrices de
lactamases Sulba.ct'an'q + UNACIM 1987 (AMM) B-lactamases, sensibles
Ampicilline
Tazobactam +
azobactaim TAZOCILLINE 2009 (AMM)
ticarcilline
Avibactam +
vivactatn ZAVICEFTA 2016 (AMM)

Ceftazidime
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Figure 12 : Noyau 6-aminopénicillanique. R, R; et R; sont
les radicaux correspondants aux différentes pénicillines

Tableau 2 : Structure chimique des radicaux de chaque pénicilline

Molécule R1 R2 R3
Benzyl-pénicilline ©/ﬁf 0 0
o]
Phénoxyméthyl- @
%] 0
pénicilline 0N

Oxacilline -
Cloxacilline 'j‘
MHz
Ampicilline (4] %]
Q
M
Amoxicilline m 0] 4}
HO ©
. . . %
Ticarcilline o j—@ 0 [0
o —
5
Témocilline © j_@a 0 g (0]
o = )

Pipéracilline . ﬁjL . L u ’Ln’ (4] %]

Pivmécillinam Q _ % o J\|<
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Partie I : Contexte scientifique

Introduction

L’endocardite infectieuse (EI) est une infection des valves cardiaques. C’est une
pathologie relativement rare mais grave (mortalité hospitaliere estimée a 20,6 %) (57). Les
bactéries principalement incriminées sont les staphylocoques, les streptocoques et les
entérocoques (57-59). L’amoxicilline, antibiotique le plus couramment utilisé en France, est
employée en premiere ligne dans les endocardites a streptocoques et entérocoques (58,60). Si
les cibles pharmacocinétiques-pharmacodynamiques (PK-PD) d’efficacité et de toxicité font
I’objet d’un consensus, la PK de cet antibiotique est encore mal connue et les
recommandations posologiques actuelles manquent de fondement scientifique (61-64).

L’objectif de ce travail a été de modéliser la pharmacocinétique de 1’amoxicilline dans
le but de mieux la connaitre chez le patient souffrant d’une EI. Dans cette étude, une méthode
de modélisation en pharmacocinétique de population a été utilisée. Cette approche a permis de
décrire la pharmacocinétique de I’amoxicilline, puis de développer un outil de prédiction des
concentrations de type nomogramme. En permettant a chaque patient d’avoir par la suite une
prescription individualisée d’amoxicilline, ce travail s’inscrit dans la médecine personnalisée

de demain.

Structure de la paroi bactérienne

La connaissance de la structure de la paroi bactérienne est un préalable indispensable a
la connaissance du mécanisme d’action des B-lactamines. Les bactéries sont classées en deux
catégories selon la composition de la paroi bactérienne : les bactéries a coloration de Gram
positive (qui prennent une couleur violette a la coloration de Gram) et celles a coloration de
Gram négative (qui prennent une couleur rose a la coloration de Gram). La paroi bactérienne
est constituée en partie du peptidoglycane, ou muréine, qui confeére a la bactérie sa forme, sa

rigidité et sa résistance.
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Chez les bactéries a Gram positif, le peptidoglycane est épais (20 a 80 nm) et est le
constituant externe de la paroi. Les bactéries a Gram négatif, en revanche, présentent un
peptidoglycane moins épais (2,5 nm), mais elles possédent en plus une membrane externe
lipidique qui les rend imperméables aux molécules hydrophiles. Le peptidoglycane se situe
alors dans D’espace périplasmique, c’est-a-dire entre la membrane cytoplasmique et la
membrane externe. La membrane externe des bactéries a Gram négatif est un facteur de
virulence qui leur permet d’étre plus résistantes aux agressions externes (lysozyme, protéines
leucocytaires, sels biliaires, enzymes digestives, antibiotiques...). Elle est composée d’une
bicouche lipidique, constituée principalement de lipopolysaccharides (LPS), ainsi que de
nombreuses protéines de transports: les porines. Ces porines sont des protéines
transmembranaires qui ont la faculté¢ de se regrouper pour former des canaux, les pores, qui
vont permettre de restaurer la diffusion de solutés hydrophiles au travers de la membrane

(Figure 13).

interpeptidique

Porine

‘——— Polysaccharide

Acide teichoique ————=22

Membrane externe
lipopolysaccharidique

Peptidoglycane ——=

Espace periplasmique ¢

. AR RARA AR ARAR AR D
%M% | | “%%m_ Membrane plasmique m| | [ | | |

Gram - Gram+

Figure 13 : Structure de la paroi des bactéries a coloration de Gram positive (droite) et négative
(gauche) (College National de Pharmacologie Médicale)
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Le peptidoglycane est un polymere constitué de chaines poly-osidiques consistant en
une alternance d’acide N-acétyl-muramique (ANAM) et de N-acétyl-glucosamine (NAG) par

liaison B-1,4. Ces chaines sont reliées entre elles par des ponts tétrapeptidiques.

Ces ponts se composent d’une séquence L-R; + D-Glu + L-R3; + D-Ala dans laquelle
L-R; et L-R; sont des acides aminés variables d’isomérie L, D-Glu et D-Ala sont
respectivement les énantioméres D de 1’acide glutamique et de l’alanine. R; est relié a
I’ANAM et R; a un autre tétrapeptide, formant ainsi la structure tridimensionnelle

(Figure 14).

Figure 14 : Structure du peptidoglycane. L-R; et L-R; étant des acides aminés variables d’isomérie
L en position 1 et 3 ; D-Glu et D-Ala étant les énantioméres D respectifs de I’acide glutamique et de
I’alanine. (De [’antibiogramme a la prescription, éditions bioMérieux, 2012)
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La syntheése du peptidoglycane s’effectue en plusieurs étapes : tout d’abord une étape
cytoplasmique avec la formation de ’ANAM. Sur ce sucre vont se fixer successivement les
acides aminés qui formeront le tétrapeptide : L-R;, puis D-Glu, puis L-Rs3, et enfin un
dipeptide D-Ala-D-Ala. Il se forme alors un pentapeptide. Ce précurseur va traverser la
membrane plasmique grace a un transporteur. Au cours de cette étape, une molécule de NAG
se fixe, formant ainsi un complexe disaccharide-pentapeptide-transporteur. Le complexe peut
ensuite se détacher. Le disaccharide-pentapeptide va alors se lier au peptidoglycane en cours

de formation et s’engager dans 1’une des deux voies possibles :

- S’attacher au polymeére déja existant, face externe = allongement et épaississement du
peptidoglycane (et donc de la paroi)
- S’attacher au polymere, face interne = formation du septum en prévision de la

division bactérienne
Cette dernicre étape implique, quatre enzymes clefs (Figure 15) :

- Les glycosyltransférases qui permettent la formation de la liaison B-1,4 entre deux
complexes disaccharide-pentapeptide et ainsi [’allongement de la chaine poly-
osidique.

- Les transpeptidases, reconnaissent le motif D-Ala-D-Ala, elles transforment le
pentapeptide en tétrapeptide en enlevant un acide aminé D-Ala du pentapeptide (celui
en position 5). Puis elles vont lier le D-Ala restant (en position 4) au L-R3 d’un autre
tétrapeptide. Elles permettent ainsi d’unir les différentes chaines polysaccharidiques
entre elles.

- Les carboxypeptidases, reconnaissent le motif D-Ala-D-Ala, elles enlévent un D-Ala
des pentapeptides terminaux qui n’ont pas été pris en charge par les transpeptidases.
Elles ont un réle de régulation dans la synthése du peptidoglycane en empéchant une
transpeptidation ultérieure.

- Les autolysines (glycosidases, amidases, peptidases) sont actives au niveau des ponts
peptidiques et libérent également les tétrapeptides des chaines osidiques. Elles ont un
role de «finition». Leur activit¢ de déconstruction est inhibée par les acides

techoiques de la paroi qui la maintiennent a un niveau basal. (65)
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Figure 15 : Synthése du peptidoglycane. NAG étant 1’étant le N-acétyl-glucosamine ; ANAM étant
I’acide N-acétyl-muramique ; L-R; et L-R; étant des acides aminés variables d’isomérie L, en position
1 et 3 ; D-Glu et D-Ala étant respectivement les énantiomeres D de 1’acide glutamique et de I’alanine ;
les losanges rouges étant les enzymes clefs appelées « protéines liant les pénicillines » (De
["antibiogramme a la prescription, éditions bioMérieux, 2012)

Ces trois premieres enzymes (glycosyltransférases, transpeptidases et
carboxypeptidases) sont également regroupées sous le nom de PLP ou « protéines liant les

pénicillines ». Ces PLP sont les cibles des pénicillines et plus généralement des B-lactamines.
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Mécanisme d’action des B-lactamines

Les B-lactamines sont des antibiotiques acides, avec un pKa avoisinant les 3. Elles
sont ainsi ionisées au pH physiologique et présentent donc un caractére hydrophile qui les
empéche de passer facilement les membranes lipidiques. La paroi bactérienne est le seul
obstacle potentiel entre 1’antibiotique et la cible, c¢’est pourquoi sa composition va étre

déterminante pour définir la sensibilité de la bactérie au médicament.

Pour les bactéries a Gram positif, le peptidoglycane seul ne constitue pas une barricre
efficace pour des molécules de la taille des P-lactamines. Ces bactéries sont donc
généralement sensibles a ces antibiotiques. En revanche, pour les bactéries a Gram négatif, la
membrane externe lipidique est un véritable obstacle car elle est hydrophobe. Le passage au
travers de cette membrane n’est possible que via les porines, dont la taille et la quantité sont
des parametres déterminants. Cependant, il existe des systémes pour limiter la concentration
périplasmique de ces antibiotiques quand ils arrivent a passer la membrane externe : les
pompes d’efflux et la présence éventuelle d’enzymes inactivatrices, les [-lactamases.
L’équilibre entre ces parametres est déterminant dans la sensibilit¢ d’une bactérie a un

antibiotique.

Le mécanisme d’action des P-lactamines consiste en 1’inhibition des PLP et par
conséquent de la formation du peptidoglycane. La bactérie ne renouvelle ainsi plus sa paroi

qui devient vieillissante ; ses capacités de division et ses capacités a survire sont réduites.

La fixation des B-lactamines aux PLP est possible grace a 1’analogie structurale entre
le cycle B-lactame et le motif D-Ala-D-Ala (Figure 16). Les B-lactamines se comportent ainsi
comme des substrats « suicides » de ces enzymes: la liaison est covalente, rendant

I’inhibition définitive et irréversible.

Les B-lactamines possedent également une activité lytique (ou bactéricide) dont le
mécanisme n’est pas entierement élucidé: le blocage de synthése du peptidoglycane
produirait une levée d’inhibition des enzymes auto-lytiques, entrainant une lyse de la paroi et

la mort de la bactérie.
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Figure 16 : Analogie structurale entre le motif D-Ala-D-Ala et le noyau
6-aminopénicillanique des B-lactamines

Mécanismes de résistance

I1 existe plusieurs mécanismes de résistance aux P-lactamines. Ces mécanismes ne sont

pas exclusifs et peuvent s’additionner généralement.

* Résistance par imperméabilité : concerne uniquement les bactéries a Gram négatif.
Cette mutation correspond a un déficit quantitatif ou qualitatif en porines.

* Résistance par efflux actif : concerne uniquement les bactéries a Gram négatif. Les
pompes d’efflux au niveau de la membrane externe conferent généralement a la
bactérie une résistance croisée a plusieurs classes d’antibiotiques.

* Résistance par modification des PLP : concerne préférentiellement les bactéries a
Gram positif. Plusieurs mécanismes sont possibles : mutation des genes de structure
des PLP (p. ex. entérocoques), remplacement de fragments de gene par ceux d’autres
especes (génes mosaiques, p. ex. pneumocoques de sensibilité diminuée aux
pénicillines), intégration d’un geéne codant pour une nouvelle PLP (p. ex.

staphylocoques résistants a la méticilline grace a la PLP2a codée par le géne mecA).
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* Résistance par inactivation enzymatique : concerne aussi bien les bactéries a Gram
positif que négatif. Cette résistance consiste en I’inactivation de ’antibiotique par des
enzymes ouvrant le cycle B-lactame (B-lactamases), qui perd ainsi son analogie avec le

motif D-Ala-D-Ala.

Indications de I’amoxicilline

L’ajout du radical NH; sur le groupement méthyléne de la pénicilline G (pénicilline
historique) permet le passage transmembranaire a travers des porines et ainsi 1’élargissement

du spectre aux bacilles a Gram négatif (51).
Les indications de I’amoxicilline sont larges :

- ORL : angine a streptocoque A, otites et sinusites,

- pulmonaires : germes sensibles (sauf germes intracellulaires),

- urinaires : infections documentées,

- gastro-entérologiques : éradication d’Helicobacter pylori en trithérapie,
- syndrome fébrile inexpliqué chez la femme enceinte,

- méningite a Listeria,

- endocardite streptococcique et antibioprophylaxie de I’EI,

- maladie de Lyme en phase primaire et secondaire, ficvre typhoide et brucellose.

38



Pharmacocinétique de I’amoxicilline

La biodisponibilité orale absolue de I’amoxicilline est de 89 a 93 %, avec un pic de
concentration atteint environ 1 a 2 heures apres (52,66-68). Environ 82 % de 1’amoxicilline
plasmatique est sous forme libre et son volume apparent de distribution est de 0,2 a 0,4 L/kg.

Le pic de concentration tissulaire est obtenu environ 1 a 2 heures apres le pic de concentration

AUCtissulaire

plasmatique. La diffusion tissulaire correspond au rapport , avec AUC 1’aire sous

UCplasmatique

la courbe (Area Under the Curve). La diffusion de I’amoxicilline est environ de 46 % dans les
poumons, 20 % dans les amygdales, 17 % dans la muqueuse de ’oreille moyenne, 31 % dans
la prostate (69), 13 % dans la bile et 25 % dans le liquide céphalorachidien (70). L’état
d’équilibre lors d’une administration en perfusion continue est obtenu au bout de 5 heures,
mais une dose de charge permet de 1’atteindre immédiatement. Le calcul de la dose de charge

est habituellement le suivant : LD = VdXC,, avec LD la dose de charge (Loading Dose), Vd le

volume de distribution et Cp la concentration plasmatique souhaitée (71).

Concernant sa métabolisation, 1’amoxicilline est sécrétée dans I’urine sous forme
d’acide pénicilloique inactif dans une proportion pouvant atteindre 30 % de la dose initiale,
mais son élimination est principalement urinaire sous forme inchangée (72,73). Sa demi-vie
d’élimination varie entre 0,7 et 1,7 heures (74), et la clairance totale moyenne est d’environ
25 L/h chez les sujets sains (75). L’altération de la fonction rénale semble étre le principal
facteur de variabilité de la clairance avec une demi-vie d’élimination pouvant atteindre
20 heures. De plus une altération de la fonction rénale avec un débit de filtration glomérulaire
(DFG) inférieur a 60 mL/min entraine un surdosage significatif de la concentration
d’amoxicilline, si la posologie n’est pas adaptée (63,76). A I’inverse, une augmentation du
DFG est fréquemment observée chez les patients hospitalisés en soins critiques et peut
affecter la clairance de I’amoxicilline. En conséquence, il peut étre nécessaire d’augmenter la
posologie (62,77). Cette problématique est également retrouvée chez les patients
hémodialysés (78). Enfin, les patients sous ECMO (ExtraCorporeal Membrane Oxygenation)
subissent de grandes variabilités PK-PD concernant les médicaments qui leur sont
administrés : défaillance d’un ou de plusieurs organes, fuite capillaire, altération de la liaison
aux protéines plasmatiques, séquestration au sein du circuit de ’ECMO et parfois un état

hyper-dynamique peuvent altérer le volume de distribution et la clairance des médicaments
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(79). Néanmoins, I’amoxicilline ne semble subir une baisse de concentration que trés modérée

et n’impactant pas ou peu la posologie a utiliser (79,80).

Objectifs pharmacocinétique-pharmacodynamique/toxicodynamique (PK-

PD/TD)

Des recommandations sur le suivi thérapeutique pharmacologique (STP) des B-
lactamines ont été publiées en 2018 par la Société Francaise de Pharmacologie et
Thérapeutique (SFPT) et la Société Francaise d’Anesthésie et de Réanimation (SFAR) (81).
Ces recommandations définissent notamment la cible PK-PD a atteindre. Les B-lactamines
étant des antibiotiques temps dépendant, leur efficacité est corrélée a I'intervalle de temps
pendant lequel la concentration libre plasmatique est supérieure a la CMI (ou un multiple de

la CMI) de la bactérie pour cet antibiotique (%fT >k x cmi)-

Ainsi, les experts suggerent de cibler une concentration plasmatique libre de B-
lactamines entre 4 et 8 fois la CMI de la bactérie incriminée pendant 100 % de 1’intervalle de
dose (100%fT> 443 xcmr) pour optimiser les chances de guérison clinique dans les infections

graves (81,82).

Pour les molécules dont on ne dispose pas de seuil PK/TD de toxicité validé, il semble
inutile de dépasser une concentration plasmatique supérieure a 8 fois la CMI de la bactérie
incriminée. Plusieurs études ont montré la neurotoxicité des [P-lactamines associant des
syndromes confusionnels, des convulsions, voire des encéphalopathies et des états de mal
épileptique, dont I’issue est parfois fatale (83,84). Le mécanisme supposé implique la
suppression des réponses post-synaptiques inhibitrices, principalement médiées par les

récepteurs a I’acide y-aminobutyrique (GABA (A)-R) (85-87).

Pour I’amoxicilline, les recommandations préconisent un objectif de concentration a
I’équilibre compris entre 40 et 80 mg/L pour une infection non documentée, en se basant sur
le seuil épidémiologique ECOFFs (Epidemiological cut-off values) d’Escherichia coli de
8 mg/L établie par I’European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (88). Pour

une infection documentée, la concentration a 1’équilibre doit étre supérieure ou égale a 4 fois
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la CMI et inférieure a 80 mg/L, soit une concentration libre de 64 mg/L (= 80 % de fraction

libre) (89).

Dans le traitement des EI, ’amoxicilline est recommandée en premiere ligne pour les
infections a streptocoques et a entérocoques, qui comptent pour quasiment la moitié¢ des EI
(57-59). Sachant que I’ECOFF des streptocoques est estimé a 0,25 mg/L et que celui des
entérocoques est estimé a 4 mg/L, un seuil minimum de 20 mg/L comme objectif PK-PD
permet d’obtenir une concentration libre supérieure ou égale a 4 fois la CMI de tous les

streptocoques ou entérocoques (16 mg/L) (88).

En termes d’utilisation, la Société de Pathologie Infectiecuse de Langue Frangaise
(SPILF) se positionne sur les recommandations européennes émises par I’ European Society of
Clinical Microbiology and Infectious Diseases (ESCMID) qui proposent une adaptation
linéaire de la posologie d’amoxicilline en fonction du poids: 100 a 200 mg/kg/j pour les
streptocoques et 200 mg/kg/j pour les entérocoques. Les recommandations américaines de
I’Infectious Diseases Society of America (IDSA) proposent une posologie unique de 12 g/j,
quel que soit le poids (58,90). L’administration de ces antibiotiques en perfusion continue est
fortement préconisée par les recommandations de la SFPT et de la SFAR pour augmenter les
chances d’atteindre 1’objectif PK-PD (81). Il n’y a actuellement aucune regle précise pour une
adaptation selon le débit de filtration glomérulaire, bien qu’il ait ét¢ montré qu’une altération

de la fonction rénale nécessitait une adaptation a la baisse de la posologie (63).

Amoxicilline et endocardite

L’EI est une infection rare (incidence: 63 cas/million d’habitant en France :
82 cas/million d’hommes et 43 cas/million de femmes) mais grave (mortalité intra-
hospitaliere de 20,6 %) (57). C’est une infection d’une ou de plusieurs valves cardiaques,
qu’elles soient natives ou prothétiques. Cette infection fait souvent suite a une altération des
valves (cardiopathies, protheése de valve, 1ésions dégénératives, ulcérations, etc.) qui entraine
la formation de petites masses pathologiques sur un feuillet valvulaire : les végétations. Ily a
toujours une porte d’entrée infectieuse, qu’il convient de rechercher et de traiter, par laquelle

les agents infectieux gagnent la circulation et se fixent sur les végétations (Figure 21).
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Procédure invasive :
- Voie veineuse

- Soins dentaires
- Urologie

- Hémodialyse

Activités quotidiennes :
- Mastication
- Brossage de dents

Lésions endothéliales

Toxicomanie IV ...

I

Dépots de fibrine

Traumatisme mineur

Prolifération bactérienne

Adhésion Bactériémie continue
Fiévre > 38°C

Recolonisation permanente de \l, défenses locales
la végetation

Apposition
de fibrine

v

Manifestations cliniques ,L acces des ATB

Figure 17 : Physiopathologie de 1’endocardite infectieuse (Bactériologie — Virologie, édition De
Boeck, 2013)

Les germes incriminés sont principalement des cocci a Gram positif car ils posseédent des

capacités d’adhésion dont ne sont pas dotées les bactéries a Gram négatif.
L’éradication bactérienne est difficile a obtenir pour plusieurs raisons (91) :

- DP’endocarde est faiblement vascularisé et peu accessible aux antibiotiques hydrophiles,
- les bactéries sont protégées de la phagocytose par la fibrine,

- P’inoculum est important,

- les bactéries sont en phase de croissance lente,

- la bactériémie est permanente avec une recolonisation réguli¢re des végétations.

L’antibiothérapie doit donc étre bactéricide, prolongée, a fortes doses et par voie
parentérale en début de traitement. L’essai danois POET-I (92) a testé le relai par une bi-
antibiothérapie orale apres dix jours de traitement intraveineux initial efficace. Les résultats
ont montré la non infériorité du relai per os en comparaison avec |’administration
intraveineuse continue. Un deuxi¢me essai (POET-II), en cours de recrutement, teste quant a

lui un raccourcissement du traitement. Si cette deuxieme stratégie se révele favorable, alors la
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réussite du relai per os ne pourrait étre due qu’a ’absence d’intérét d’un traitement prolongg.

I1 faut souligner néanmoins que 80 % des patients ne répondent pas aux critéres d’inclusion de

ces essais et que ces résultats ne concernent donc qu’une minorité de patients. L’essai frangais

RODEDO, en cours de recrutement, teste également, mais plus largement, la stratégie d’un relai

oral de I’antibiothérapie. En cas de succes, il permettrait de révolutionner le traitement de

I’El, en terme de colit hospitalier et de confort pour le patient (93).

Le Tableau 3, ci-dessous, synthétise les différents agents infectieux rencontrés, leur porte

d’entrée probable, leur répartition (étude prospective européenne — 40 pays, 3 116 patients —

de janvier 2016 a mars 2018) et le traitement recommandé (58,59).

Tableau 3 : Répartition des germes, leur porte d’entrée et leur prise en charge dans I’endocardite

infectieuse en Europe entre janvier 2016 et mars 2018, selon la cohorte ESC-EORP-EURO-ENDO

Antibiothérapie
Agents infectieux Répartition Porte d’entrée parentérale a la mise
sous traitement
Staphyl, 24,89 (o . (.
gaphiyrococcus aureus 8% Lésions cutanées, matériel N
Methi-S 19,1 % endovasculaire, cathéters Pénicilline M ..
. ‘ gentamicine
. eineux centra . . .
Methi-R 5,7% vemeux ux Vancomycine rifampicine
. Amoxicilline
Streptocoques oraux 9,8 % Dents et cavité buccale ..
+ gentamicine
Streptococcus 599 Tube digestif, voies biliaires, Amoxicilline
gallolyticus o cancer digestif + gentamicine
Tube digestif, voies biliaires, Amoxicilline
Entérocoques 12,5 % 8 . ..
tractus urinaire + gentamicine
Staphylocoques a
.. 10,0 % (o . (.
coagulase négative Lésions cutanées, matériel
endovasculaire, cathéters +
Methi-S 5,2 % ) ’ Pénicilline M -
° veineux centraux gentarglglne
Methi-R 4.8 % Vancomycine fifampicine
Autres agents
infectieux (bactéries Dents et cavité buccale
16,7 % , ’ Selon le germe
HACEK, Candida ° cathéters &
spp., etc.)
] Amoxicilline - acide
Hémocultures .
.. 21,0 % clavulanique
negatives

+ gentamicine
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Objectifs de la thése

Les recommandations actuelles préconisent une adaptation posologique de
I’amoxicilline basée sur le poids et sans prendre en compte la clairance d’élimination qui est
essentiellement rénale. L application stricte de ces recommandations peut conduire a deux cas
extrémes : le sous-dosage, en cas de clairance élevée, qui fait prendre le risque de
I’inefficacité du traitement voire de la sélection de mutants résistants et le surdosage, en cas

de fonction rénale dégradée, qui augmente les risques de toxicité notamment neurologique.

Devant les limites de ces recommandations, il est nécessaire de réaliser des études
analysant I’impact des covariables propres a chaque patient (taille, poids, indice de masse
corporelle, surface corporelle, concentration sérique des protéines, etc. et surtout débit de
filtration glomérulaire) sur la pharmacocinétique de 1’amoxicilline et de développer des outils

permettant d’atteindre de fagon plus siire les objectifs PK-PD.

Dans ce travail, nous avons recueilli rétrospectivement les dosages plasmatiques
d’amoxicilline réalisés au laboratoire de pharmacologie du CHU de Nantes, chez les patients
atteints d’EIl et traités en perfusion continue par amoxicilline (patients issus de la cohorte
endocardite du CHU de Nantes). En parallele, nous avons collecté des données telles que la
posologie, la taille, le poids, la co-administration de ceftriaxone, la concentration des
protéines sériques ou encore de la créatinine sérique. D’autres covariables potentielles issues
de ces parametres ont été calculées : 1’indice de masse corporelle, la surface corporelle, le
poids idéal et le débit de filtration glomérulaire. L’objectif était d’étudier I'influence de
chaque parametre sur la concentration d’amoxicilline. Un algorithme de modélisation de
probabilité non linéaire a effet mixte non paramétrique a été utilisé via le package R Pmetrics
(Laboratory of Applied Pharmacokinetics, University of Southern California Keck School of
Medicine, Los Angeles, CA, USA) (94). Plusieurs modeles ont été créés, évalués et le plus

pertinent a été retenu.

La cible de concentration efficace, établie par la SFPT et la SFAR basée initialement

sur E. coli a également été rediscutée, car peu adaptée aux bactéries retrouvées dans les EI.

Nous avons ensuite cherché a développer, en nous basant sur les covariables
influengant de manicre significative la pharmacocinétique de 1’amoxicilline, un outil
pharmacologique permettant une adaptation a priori de la posologie par les cliniciens, selon

les caractéristiques du patient : le nomogramme.
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Partie 11 : Article

Contexte

La modélisation en pharmacocinétique de population des agents anti-infectieux est le
domaine de recherche de prédilection de 1’équipe du laboratoire de pharmacologie du CHU de

Nantes. Plusieurs travaux sur le sujet ont été publiés récemment :

- 2018 : Prophylactic cefazolin concentrations in morbidly obese patients undergoing
sleeve gastrectomy: do we achieve targets? (95)

- 2019 : Population Pharmacokinetic Study of Cefazolin Dosage Adaptation in
Bacteremia and Infective Endocarditis Based on a Nomogram (96)

- 2019 : High-Dose Cefiriaxone for Bacterial Meningitis and Optimization of

Administration Scheme Based on Nomogram (97)

Ce travail a été accepté en communication orale au 30°™ European Congress of Clinical

Microbiology & Infectious Diseases (ECCMID), qui se tiendra en avril 2020 a Paris.

Ce travail a également été soumis pour communication au congres 2020 de la Société

Francaise de Pharmacologie et Thérapeutique, qui se tiendra en juin a Lille.

Ce travail a été soumis pour publication dans le Journal of Antimicrobial Chemotherapy

(impact factor 5,113).
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Résumé détaillé

Introduction : Les endocardites infectieuses a streptocoques et entérocoques
représentent 34,8 % des endocardites mono-microbiennes. L’amoxicilline est le traitement
recommandé en premiere intention pour traiter ces infections. Les recommandations
frangaises (SPILF) et européennes (ESCMID) proposent une adaptation posologique basée
uniquement sur le poids du patient alors que les recommandations américaines (IDSA)
préconisent une posologie unique de 12 g quel que soit le poids. Il n’y a pas d’adaptation
précise recommandée selon 1’état de la fonction rénale, alors que les reins sont la principale
voie d’élimination de cet antibiotique. Une étude récente souligne qu’un DFG en deca de
60 mL/min nécessite une diminution de la posologie. L’amoxicilline étant un antibiotique
temps dépendant, son efficacité est directement liée au temps pendant lequel la concentration
libre est supérieure a la CMI du germe a traiter (%fT>cmi). Les recommandations actuelles
préconisent une concentration libre supérieure a quatre fois la CMI pendant 100 % du temps
(100%T>acmr), sans dépasser 80 mg/L. L'objectif de ce travail était d’identifier les
covariables influencant la pharmacocinétique de I’amoxicilline. Un nomogramme permettant
une adaptation a priori de la posologie selon les caractéristiques cliniques et biologiques du

patient a été ensuite développé sur la base du modele de pharmacocinétique.

Matériels et méthodes : Les patients traités par amoxicilline en perfusion continue
pour une EI au CHU de Nantes entre janvier 2013 et mai 2019, et pour lesquels toutes les
données anthropologiques et analytiques étaient disponibles, ont été inclus rétrospectivement,
via la cohorte endocardite nantaise. Les patients dialysés, sous ECMO ou circulation
extracorporelle ont été exclus. Pour chaque patient et chaque concentration mesurée, les
données suivantes ont été collectées : age, poids, taille, créatininémie, protéines sériques
totales et co-administration de ceftriaxone. Puis les parametres suivants ont été calculés :
indice de masse corporelle, surface corporelle, poids idéal, DFGckp.gp1 et valeur absolue du
DFG (aGFR). Les patients ont été répartis en deux groupes : un premier (2/3 des patients)
pour ’analyse et la création du modele, le second (1/3 des patients) pour la validation du
modele. Les CMI des bactéries ont été déterminées antérieurement par méthode de dilution en
milieu liquide automatisée ou par méthode manuelle de gradient de diffusion. Les dosages
d’amoxicilline ont été réalisés par méthode chromatographique a haute pression couplée a un

spectrometre de masse.
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L'analyse de population a été réalisée a 1'aide du package R pour Pmetrics (algorithme
non parametric adaptative grid (NPAG)). Deux mod¢les, a un ou deux compartiments, ont
d’abord ¢été testés sans intégrer de covariable pour connaitre la meilleure structure de
modé¢lisation. La sélection du modele a été basée sur plusieurs éléments : I’ Akaike information
criterion (AIC) qui est un estimateur de la vraisemblance pénalisée par le nombre de
parametres dans le modéle. Le modele a aussi été évalué par le calcul du biais (moyenne des
différences entre concentrations observées et prédites) et de ’imprécision (racine carrée de la
moyenne des différences au carré entre les concentrations observées et prédites), ainsi que par
des graphiques diagnostiques : concentrations observées en fonction des concentrations
prédites individuelles et de population, d’une part, et erreur résiduelle pondérée en fonction du
temps ou des prédictions individuelles, d’autre part. Plusieurs modeles d’erreurs, estimant
notamment [’imprécision de mesure et I’incertitude du temps d’échantillonnage, ont
également été évalués. La relation entre les paramétres du modele et les différentes
covariables (age, taille, poids, protéines sériques totales, créatinine sérique, traitement par
ceftriaxone, indice de masse corporelle, surface corporelle, poids idéal, DFGckp-gpr et aGFR)
a ensuite été évaluée. Les covariables ont été intégrées au modele selon une relation linéaire,
exponentielle, de puissance ou allométrique. Celles qui amélioraient statistiquement le
modele, étaient intégrées a sa structure finale. Les plages des parametres ont été initialement
définies de maniere large, puis rétrécie lorsqu’un mod¢le candidat était adapté. Le processus a

été répété jusqu’a ce qu’aucune autre amélioration du modele ne soit observée.

Le modele a ensuite été soumis a une validation interne. C’est-a-dire que des
simulations de Monte Carlo (n=1000) ont été réalisées pour chaque patient du premier groupe,
puis la répartition (médiane, 5™ et 95°™ percentiles) des concentrations observées et
simulées a été comparée visuellement. Le modele a par la suite été soumis a une validation
externe, c’est-a-dire que le modele a prédit les concentrations du deuxieme groupe de patients
en utilisant les données de modélisation issues du premier groupe. La concordance entre les
concentrations prédites et observées a été vérifiée. Des simulations de Monte Carlo ont

¢galement été réalisées sur ce deuxieme groupe et la répartition a été évaluée visuellement.

En se basant sur les parametres du modele validé, des simulations de Monte Carlo ont
été réalisées pour des profils de patients ayant des aGFR correspondants a ceux de la
population utilisée pour le modele, allant de 10 a 150 mL/min. Pour chaque profil,
I’exposition a I’amoxicilline a été évaluée pour des doses allant de 1000 mg/24h a

25 000 mg/24h administrées en perfusion continue.
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Les cibles de concentration ont été définies a 20 mg/L et 80 mg/L, en accord avec les
recommandations de la SFPT et de la SFAR. En effet, elles préconisent d’obtenir une
concentration libre d’amoxicilline d’au moins 4 fois la CMI, sans dépasser 80 mg/L. Or les
ECOFFs étant fixés a 0,25 mg/L et 4mg/L pour les streptocoques et entérocoques
respectivement, un seuil minimum de 20 mg/L. d’amoxicilline totale permet d’obtenir une
concentration libre supérieure ou égale a 4 fois la CMI de tous les streptocoques ou

entérocoques (16 mg/L, 80 % de forme libre).

Un nomogramme a enfin été réalisé en reportant pour chaque aGFR la dose minimale
d’amoxicilline permettant d’obtenir une concentration de 20 mg/L. avec une probabilité¢ d’au
moins 0,9. La dose maximale permettant de ne pas dépasser une probabilité¢ de 0,1 pour le
seuil de 80 mg/L a aussi été reportée sur le graphique. La dose moyenne de ces deux courbes

a également été calculée et représentée sur le graphique.

Résultats : Cent soixante patients ont été inclus dans cette étude, correspondant a 540
dosages. Les EI a streptocoque concernaient 77,5 % des patients tandis que 22,5 % étaient
atteints d’une EI a entérocoque. Aucune souche n’avait de CMI supérieure a 2 mg/L, 32 CMI
n’ont pas été mesurées. Cent sept patients correspondant & 373 dosages ont été inclus dans le
premier groupe, cinquante-trois patients correspondant a 167 dosages ont été inclus dans le
second groupe. Il n’y avait aucune différence statistiquement significative entre les deux

groupes pour chacune des covariables, hormis la co-administration de ceftriaxone.

Un modele a deux compartiments décrivait le mieux la pharmacocinétique de
I’amoxicilline. Seul ’aGFR normalisé sur la médiane des aGFR (64,92 mL/min) influencait

de maniere statistiquement significative la pharmacocinétique de I’amoxicilline, avec un

impact sur la constante d’élimination, selon la relation K, = K,1x(aGFR/ 64,92)Kez. La
validation du mod¢le a permis de montrer que le modele décrivait correctement les données
observées. Les simulations ont permis de déterminer la posologie permettant, pour chaque
aGFR d’atteindre une concentration d’amoxicilline comprise entre 20 mg/L et 80 mg/L avec

une probabilité de 0,9.
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Posologie minimum = 0,0001xaGFR? + 0,0613xaGFR + 1,157
Posologie maximum = —0,0004XaGFR? + 0,2073xaGFR + 0,6325

Posologie moyenne optimale = —0,00015XaGFR? + 0,1343%aGFR + 0,89475

Discussion : De précédentes études ont, a I’'instar de ce travail, décrit la
pharmacocinétique de 1’amoxicilline par un modele a deux compartiments. Leurs résultats
sont cohérents avec ceux de notre étude concernant les parametres du modele. Certaines
différences peuvent étre observées, mais s’expliquent par le fait que les populations étudiées

sont différentes (patients en soins critiques ou population pédiatrique versus patients atteints

ED).

Toutes les études s’accordent sur le fait que la clairance de la créatinine est le
parametre déterminant dans 1’élimination de I’amoxicilline. Nous avons estimé le DFG
d’apres la formule du CKD-EPI et I’avons adapté a chaque surface corporelle. Le calcul du
DFG selon la formule du CKD-EPI est une donnée simple a obtenir et les patients qui

bénéficieront du nomogramme auront un DFG vraisemblablement calculé selon cette formule.

Une récente étude a montré que de nombreux traitements par [-lactamines
n’atteignaient pas leur objectif PK-PD. Il a également ét€¢ montré qu’une altération de la
fonction rénale avec un DFG inférieur & 50 mL/min ou supérieur a 130 mL/min était associée
a un plus faible niveau d’atteinte de I’objectif PK-PD. Les auteurs de cette étude insistent sur
la nécessité d’une réévaluation des recommandations quant a 1’utilisation des bonnes doses

d’amoxicilline.

Les résultats de 1’é¢tude DALI (Defining Antibiotic Levels in Intensive care unit
patients) suggerent comme cible PK-PD des B-lactamines une concentration libre supérieure a
la CMI pendant toute la durée du traitement. En tenant compte de la sévérité des patients
atteints d’El, une cible de concentration libre d’amoxicilline supérieure a quatre fois la CMI
parait étre une marge raisonnable. En effet, sachant I’imprécision de la détermination des
CMI, ainsi que le peu de données disponibles sur la diffusion de ’amoxicilline dans les
végétations, cette marge apparait plus sécurisante. La cible a ét¢ déterminée a 20 mg/L en
s’appuyant sur le fait que 80% de 1’amoxicilline n’était pas liée aux protéines plasmatiques et
sur ’ECOFF des entérocoques estimé a 4 mg/L. Au vu de 1’écologie de notre population
(aucune CMI supérieure a 2 mg/L), cette marge semble suffisante. Néanmoins, dans le cas

d’un environnement moins favorable, ce seuil pourra étre réévalué.
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La cible de toxicité a été définie a 80 mg/L, car il est peu probable qu’une
concentration supérieure apporte un bénéfice d’efficacité. Cet objectif est aujourd’hui

préconisé par les recommandations de la SFPT et de la SFAR.

Il n’existe actuellement que peu de nomogrammes d’adaptation posologique pour les
B-lactamines et a notre connaissance aucun concernant I’amoxicilline. Les recommandations
francgaises de la SPILF et européennes de ’ESCMID s’accordent sur une adaptation basée sur
le poids : 200 mg/kg/j, ce qui d’apres cette étude n’apparait pas pertinent. Une adaptation
selon 1’aGFR semble plus appropriée. Les recommandations américaines de I'IDSA
préconisent une dose unique de 12 g par jour quel que soit le poids. Cette fagon de procéder

peut étre problématique pour les patients avec des aGFR extrémes.

Ce travail a permis la création d'un outil de médecine personnalisée pour prévenir la
iatrogénie et augmenter l'efficacité bactéricide de l'amoxicilline. Il ne remplace pas pour
autant le suivi thérapeutique pharmacologique. Une évaluation prospective devra également

étre réalisée pour évaluer son efficacité dans le choix de la dose quotidienne d’amoxicilline.
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Synopsis

Background: Amoxicillin is the first-line treatment of streptococci or enterococci infective
endocarditis (IE) with a dose regimen adapted to the weight. Objectives were to identify
which co-variates influenced pharmacokinetics (PK) of amoxicillin in order to develop a

nomogram based on identified co-variates for individual adaptation.

Materials/methods: Patients treated with amoxicillin administered by continuous infusion for
an IE were included retrospectively. The population PK analysis was performed using the
Pmetrics package for R (NPAG algorithm). Influence of weight, ideal weight, height, body
mass index, body surface area, glomerular filtration rate adapted to the body surface area and
calculated by the CKD-EPI method (mL/min), additional ceftriaxone treatment and serum
protein level on amoxicillin PK were tested. A nomogram was then developed to determine
the daily dose to achieve a steady-state concentration between 20 mg/L (free fraction above 4

times the MIC, 100 % of time for an MIC <4 mg/L) and 80 mg/L.

Results: A total of 160 patients were included. Population pharmacokinetic analysis was
performed on 540 amoxicillin plasma concentrations. A two-compartment model best
described amoxicillin PK and the GFR covariate significantly improved the model when
included in the calculation of the elimination constant Ke. To achieve defined targets with a
probability of 0.9, the daily dose should be from 0.0001XGFR?* 4+ 0.0613XGFR + 1.157

(g/day) to —0.0004XGFR? + 0.2073XGFR + 0.6325 (g/day), respectively.

Conclusions: This work allowed the development of a personalized medicine tool which can

help to increase achievement of the PK-PD targets in IE treated by amoxicillin.
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Introduction

Amoxicillin is the first line treatment of streptococcal and enterococcal infective
endocarditis (IE) which represent almost half of the monomicrobial IE. ' These types of IE

are associated with an in-hospital mortality between 10 and 20 %. >

Currently, European and French IE guidelines recommend adjusting amoxicillin doses
to the weight and the germ species. >’ Conversely, the Infectious Diseases Society of America
(IDSA) recommends a daily dose of 12 g whatever the weight. ® Even if amoxicillin is known
to be mainly cleared by kidneys, ° a dose adjustment based on glomerular filtration rate (GFR)
is not currently recommended. A recent work reports that elevated amoxicillin MICs are
associated with increased in-hospital mortality and suggests that amoxicillin dose adaptation
to MICs may improve patient outcome. * In case of augmented renal clearance, the risk of

treatment failure may probably also be increased. ™

Amoxicillin is known to be a time-dependent antibiotic, which means that its
effectiveness depends on the time during which the free fraction is above the MIC of the
targeted bacteria (%fT>mic). Recent guidelines in critically ill patients recommend to achieve
a free plasma amoxicillin concentration higher than 4 times the MIC of the germ for 100% of
the time (%fT>4mic) without exceeding 80 mg/L suggesting there is no interest to exceed this
limit in terms of antibacterial efficiency and probably in terms of toxicity that could be

increased. "2

A study in critically ill patients highlights that in case of GFR lower than 60 mL/min,
an adaptation of the amoxicillin dose is required and suggests that an adaptation based on
measured plasma concentration is mandatory. " Currently, an a priori adaptation of
amoxicillin daily doses based on GFR is not recommended but seems interesting to anticipate

the risks associated with under- or overdosing. Recent publications offer a priori adaptation
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nomograms for antibiotic daily dose adaptation, but these works did not concern amoxicillin.
17 This type of tool appears to be more accurate than guidelines adaptation on weight,

especially when the nomogram was designed based on population pharmacokinetics.

This work aims to study amoxicillin pharmacokinetics when administered by
continuous infusion in patient treated for IE using a non-parametric population
pharmacokinetic modeling approach. A nomogram allowing an accurate a priori dose
adjustment according to clinical and biological characteristics of each patient was developed

based on the PK model.

Materials and methods
Patient population and data collection

Data from patients of the IE prospective cohort of the Nantes University Hospital
treated by continuous infusion of amoxicillin for IE between January 2013 and May 2019
were retrospectively analyzed. All consecutive patients admitted with a possible of definite
diagnosis of IE according to Duke University criteria and confirmed by the local endocarditis
teams were eligible for study entry. Among them, patients treated by continuous infusion of
amoxicillin and for whom amoxicillin plasma concentration(s) and every anthropological and
analytical data needed were available were in the end included in the study. Patients under
dialysis, extracorporeal membrane oxygenation, and extracorporeal -circulation were

excluded.

For all patients and at each plasma concentration measurement, following data were
collected: age, weight, height, serum creatinine, total protein and additional ceftriaxone
treatment. Then, many parameters were calculated: Body Mass Index (BMI), Body Surface

Area (BSA) according to Dubois formula, '® Ideal Body Weight according to Robinson
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formula (RIBW), " Devine formula (DIBW), ** Hammond formula (HIBW), *' Peterson
formula (PIBW), ** estimated GFR indexed by BSA (eGFR, mL/min/ 1.73m?) according to
CKD-EPI formula ** and absolute value of the GFR (aGFR, mL/min) calculated from patient

eGFR and BSA.

Patients were randomly distributed in two datasets: 2/3 in the first set for population
PK modeling and 1/3 in the second set for model validation. To compare the characteristics of
the two datasets, Fisher’s exact test and Mann-Whitney-Wilcoxon test were performed

(significance threshold defined for a p-value less than 0.05).

Bacterial susceptibility testing

Bacterial antibiotic susceptibilities, including amoxicillin MICs were determined using
a Vitek 2 automated system (bioMérieux, Marcy-1’Etoile, France) and AST-STO03 cards (for
Streptococcus sp) or ASTP606 cards (Enterococcus sp). When needed, amoxicillin MICs
were specifically determined by gradient diffusion (Etest; bioMérieux, Marcy-I’Etoile,

France) using Mueller-Hinton Fastidious agar plates.

Amoxicillin quantification

Total amoxicillin plasma concentrations were determined by a liquid-chromatography
(HPLC) coupled with mass-spectrometry validated assay. >* Blood samples were collected on
EDTA tube and centrifuged (1,500 x g, 10 min, 4°C) upon reception at the laboratory. Then,
deuterated internal standard (D6-amoxicillin 20 pL, 50 mg/L, final concentration: 0.769
mg/L) and acetonitrile (400 pL) were added to 100 pL of plasma for protein precipitation.
The mixture was vortexed 5 min using a VXR basic Vibrax® shaker (IKA, Staufen,

Germany) and centrifuged 10 min (15,000 g, 8°C). Supernatant was recovered and evaporated
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at 37°C by a stream of nitrogen using a TurboVap® LV evaporator (Biotage, Uppsala,
Sweden). The dry residue was taken up by 100 pL of mobile phase (water + formic acid 0.1
% v/v). Five microliters were injected into the HPLC system. The separation was performed
on a Kinetex® 2.6 um C18 50 mm x 2.1 mm column (Phenomenex, Le Pecq, France). The
MS/MS system used was a 3200 QTRAP® (SCIEX, Villebon-sur-Yvette, France). Analytes
were quantified using the multiple reaction monitoring mode (MRM). The flow rate was set at
0.5 mL/min. The column temperature was set at 40 °C. The MS/MS instrument was operated
with ion spray voltage of 4500V, source temperature of 400 °C, collision gas on medium
level and nitrogen curtain gas of 25 psi. For each analyte, two transitions were monitored: one
for quantification and the other to confirm identification. The ratio between the peak areas of
the two transitions should not deviate more than 20% from the initial fixed value. All analytes
were measured using positive-ion electrospray ionization. Data were acquired and processed
using Analyst® 1.6.3 software (SCIEX, Villebon-sur-Yvette, France). Peak asymmetry factor
and signal-to-noise ratio were calculated using Multiquant® 3.0.2 (SCIEX, Villebon-sur-

Yvette, France).

The lower limit of quantification (LLOQ) was 2 mg/L and the upper limit was 200
mg/L. Accuracy was satisfactory, with intraday and interday coefficients of variation being

less than 15% (20% for the LLOQ). Imprecision was also less than 15% (20% for the LLOQ).

Population pharmacokinetics analysis
Structural model

Population PK model was performed using the non-parametric adaptive grid (NPAG)

algorithm with the Pmetrics package for R (version 1.5.1, LAPK, CA, USA). 2%
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One-compartment and two-compartment (central and peripheral) structural models
were initially tested without covariates to determine the best-fitting structural model and to
estimate the parameters. Structural model selection was performed by evaluating the goodness
of fit based on the Akaike information criterion (AIC), which is an estimate of the likelihood
that the model is a good fit penalized by the number of parameters in the model. A lower
value of the AIC indicates a better-fitting model (p-value < 0.05). The models were also
assessed by using population bias (the mean weighted error of predictions minus
observations) and imprecision (the bias-adjusted mean weighted squared error of predictions
minus observations) calculations and by using diagnostic plots: observed concentrations
versus population and individually predicted concentrations and weighted residual error

versus time or individual predictions.

Then, additive and multiplicative error model were tested: each observation were
weighted by: SDXy and (SD? + A%)%>, respectively, where SD is the standard deviation of
each observation and y and A represent process noise, such as sampling time uncertainty and
model misspecification. SD was modeled by a polynomial equation: Cy + C;X[obs] +

C,%x[obs]? + C3x[obs]?, where [obs] is the observed concentration.

The relationship between the model parameters and the different covariates (age,
height, weight, serum total protein, serum creatinine, ceftriaxone treatment, BMI, BSA,
RIBW, DIBW, HIBW, eGFR and aGFR) was then evaluated using stepwise linear regression
and visual assessment of plots of the model parameters against covariates. Continuous
covariates were integrated in the structural model using either a linear [P = P1 + P2X
(COV/COVppoqian)] , exponential [P = P1xe(P2XCOV)/COVmeaian] | power [P = P1Xx
(COV /COVyeqian)T?] or allometric [P = P1X(COV /COVyyeqian)®””] relationship, where P,
P1, and P2 are parameters; COV is the covariate value; and COV,,z4iqn 1S the covariate

median in the data set. Discontinuous covariates were integrated in the structural model using
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either a linear [P = P1 + P2XCOV] or exponential [P = P1XxP2¢°V] relationship, where P,
P1, and P2 are parameters and COV is the covariate coded 1 or 0. Covariates, which

improved the model using previously described evaluation, were integrated to the final model.

Parameter ranges were initially set wide and then narrowed when a candidate model

was fitting in order to increase the density of support points in the pertinent range.

The process was iterated until no further improvement to the model was observed.

Model validation

Visual Predictive Checks (VPC) were performed using Monte Carlo simulations
(n=1,000) from each patient in the first data set. Medians, 5™ and 95" percentiles for observed
and simulated concentrations were then compared visually. Plotting was done using the VPC

package for R. ¥/

A zero-cycle run with the NPAG algorithm was used on the second data set with the
selected model and prior support points from the first data set. Concordance between
observed and predicted concentrations was visually checked. VPC were also performed on the

second dataset.

Probability of target attainment and dosing nomogram

Based on the parameters of the structural model, Monte Carlo simulations (z = 1,000)
were generated from patient profiles with various aGFR reflective of the population observed
for modeling. For each of these profiles, exposure to amoxicillin was assessed for doses

ranging from 1,000 mg/day to 25,000 mg/day administered as continuous infusion.
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Target plasma concentrations for total amoxicillin were defined as 20 mg/L and 80
mg/L. Knowing that EUCAST epidemiological cutoff MIC is 4 mg/L for Enterococcus
feecalis and < 0.25 mg/L for Streptococcus sp., > according to the 100% fT4 wmic ratio for
efficacy ' and assuming that the free fraction is 80% of the total concentration, >’ the targeted
total concentration should be at least 20 mg/L at steady state. The 80 mg/L target was defined
as an upper limit beyond which the neurotoxicity risk can be increased and the efficacy of
beta-lactams does not seem to be improved according to the guidelines from the French

Society of Anesthesia and Intensive Care Medicine. '

To conceive the dosing nomogram, the lowest dose required to achieve a probability
of target attainment (PTA) of 0.9 at steady state for each of the simulated patient profiles was
reported against aGFR on a graph in Microsoft Excel software (Microsoft Corporation,
Redmond WA, USA) for the 20 mg/L threshold. The highest dose allowing to not overtake a
PTA of more than 0.1 was reported for the 80 mg/L threshold. Finally, the average of the two

curves was calculated and also shown on the graph.

Results
Patient characteristics and amoxicillin concentrations

A total of 160 patients were included in the study, corresponding to 540 amoxicillin
quantifications. Streptococcus spp. was identified in 124 patients (77.5%) (53 patients with
oral streptococci, 47 patients with S. gallolyticus, 24 patients with other streptococci (mainly
S. agalactiae, S. dysgalactiae and S. pneumoniae)) and Enterococcus feecalis in 36 patients

(22.5%).

Out of 124 streptococci, 91 (73.4%) display a MIC under or equal to 0.25 mg/L, 5

(4.0%) between 0.25 and 2 mg/L, none above 2 mg/L and 28 (22.6%) were not available. For
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the 36 enterococci, 32 (88.9%) display a MIC under or equal to 2 mg/L, none above 2 mg/L

and 4 (11.1%) were not available.

The initial median daily dose was 12,000 mg/day, and dose range from 2,000 mg/day
to 20,000 mg/day. Median dose according to weight was 164 mg/kg/day (164 mg/kg/day for
Streptococcus spp. and 168 mg/kg/day for Enterococcus feecalis, the difference was not
significant: p-value = 0.4808), from 23 mg/kg/day to 267 mg/kg/day. Fifty-five patients
received additional ceftriaxone therapy, mainly concerned enteroccocal IE. Patient

characteristics are summarized in Table 1.

A total of 540 amoxicillin plasma concentrations were used for the pharmacokinetic
analysis. The number of samples per patient ranged from 1 to 13. All concentrations were

above the lower limit of quantitation (LLOQ) of 2 mg/L.

The first data set comprised 107 patients (373 concentrations), and the second data set
comprised 53 patients (167 concentrations). The only significant difference between the two

sets was the ceftriaxone treatment (Table 1).

Population pharmacokinetics modeling

The observed data were best described by a two-compartment structural model with
the central compartment volume (V) and the elimination rate constant (K.). More complex
structural models did not significantly improve the AIC, population bias or imprecision. One
covariate was found to have an influence on the model parameters (p-value < 0.05): the aGFR
normalized with the median of the aGFR including each episode on K.. The relationship was
best described by a power equation, K, = K,1X (aGFR/64.92) K2 The final structural
model is represented in Fig. 1, and pharmacokinetic parameters estimates are summarized in

Table 2. A lambda error model with a starting value of 3 was chosen, and values for error
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coefficients C0O, C1, C2 and C3 were 2.5, 0.15, 0, and 0 respectively for the standard deviation
(SD) polynomial. The final cycle value of lambda was 5.65, which indicates some process

noise due to the retrospective nature and heterogeneity of the data.

Observation-versus-prediction plots are presented in Fig. 2a. Bias and imprecision
were -0.266 and 1.25, respectively, for population predictions and -0.121 and 0.64,
respectively, for individual predictions. Residual plots for population predictions showed an
even distribution of weighted residual errors over the concentration range and over the time

(Fig. 3).

Model validation

VPC plots revealed that the model correctly described the observed data (Fig. 4a).
Some variability could be observed for high values of aGFR, due to the heterogeneity of the

data, covariate influence, and population variability.

For the external data set, observed versus predicted concentration plots proved to be
adequate (Fig. 2b). VPC plots proved that the model correctly described the observed data

(Fig. 4b).

PTA and dosing nomogram

The dosing nomogram for amoxicillin is presented in Fig. 5 and includes equations to
directly calculate the daily dose required to achieve the target concentration with a PTA of
0.9, given the patient aGFR. For exemple, for an aGFR at 30, 60, 90 and 120 mL/min, the
daily dose needed to achieve a 100% fTs4xpmic ratio with a 90 % success rate must be

comprised between 3.1 and 6.5 g/day (mean dose = 4.8 g/day), 5.2 and 11.6 g/day (mean dose
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= 8.4 g/day), 7.5 and 16.0 g/day (mean dose = 11.8 g/day), 10.0 and 19.7 g/day (mean dose =

14.9 g/day), respectively.

Discussion

The objective of this work was to develop a population PK model in patients treated
by amoxicillin continuous infusion for IE. From this model, a nomogram based on aGFR for
dose adaptation has been developed. Regarding the high level of in-hospital mortality, this
tool aims to facilitate the choice of amoxicillin optimal dose to achieve efficacy and to

prevent toxicity particularly if therapeutic drug monitoring results are not rapidly available. *

6

In previous population PK works, amoxicillin PK has been mainly modeled using two-

29-32 - - -
These findings are consistent with our

compartment models in adult patients and infants.
study. Our estimate of the volume of the central compartment is close to those observed in
previous studies (mean V=6.9L versus 13.7L,29 10.1L,30 11.3L,31 9.1L,10 1.5L32). The
differences that can be noted should be nuanced because these studies focus on populations of

critical care patients or pediatric patients that have different characteristics compared to our

population.

Renal function appears to be the most important parameter influencing clearance of
amoxicillin in published works. *** In our work, aGFR calculated by CKD-EPI formula was
the only covariate improving model prediction. It is not excluded that measurement of the
clearance of creatinine in the urine during 24h would have been more accurate, but this data
was not available in our study. Moreover, DFG calculated by the CKD-EPI formula appears
to be an easy access data for dose adaptation. Only one study that focuses on burn patients

found a relationship between body weight and volume of central compartment and differs
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from our work. ** Other anthropomorphic characteristics, just like previous works, did not
improve the model and were not integrated. It is interesting to note that ceftriaxone co-
administration does not seem to increase the risk of amoxicillin overdose.

This development of the nomogram was required regarding the low level of PK target
achievement, especially in intensive care unit. ** An impaired renal function (DFG
<50mL/min) is associated with an over-risk of overdose. Conversely when GFR was over 130
mlL/min, it was significantly more difficult to reach the PK-PD target. Authors insist on the

need of new guidelines for amoxicillin dose choice. **

The DALI study suggests that the PK-PD target is 100% fTsmic for beta-lactams in
critically ill patients. > Given the severity of IE patients, a fixed target for unbound trough
plasma concentration higher than 4 times the MIC of the targeted bacteria appears to be

11,12
reasonable.

This margin of safety is justified notably by imprecision in the determination
of the MIC. ** Moreover, diffusion of amoxicillin in valves and vegetations is poorly known
and could justify this margin. An elevated target appears to be more accurate to prevent

37,38
=% Therefore, a

insufficient level of diffusion and to have a maximum bactericidal rate.
target of 20 mg/L was chosen based on a protein binding around 20% > and a maximum MIC
value of 4 mg/L (ECOFF for Enterococcus feecalis). ** Considering the bacterial ecology of
our population, this target provides sufficient margin to treat all the strains isolated because

100% display a MIC lesser than 2 mg/L. However, in case of less favorable environment, this

margin could be reduced.

The target for toxicity was fixed at 80 mg/L because it is unlikely that exceeding these
concentrations will provide a benefit in terms of effectiveness. This target has been confirmed
by the recent guidelines of the French society of anesthesia and intensive care/French society

of pharmacology. ''*°
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This work suffers from several limitations. First, free fraction of amoxicillin was not
measured but only calculated from literature data with an unbound fraction at around 80%. *
This approach appears to be acceptable in this case because amoxicillin is poorly bound to
plasma proteins and IE patients remains relatively stable on proteins and hemodynamics

29,34,39 . Lo
7 Moreover, tissue concentration is not measured

compared with critically ill patients.
and diffusion of amoxicillin in valves and vegetation is poorly known, but as explained

previously, a plasma concentration higher than 4 times the MIC of the targeted bacteria could

fill this gap.

Secondly, nomogram should be use with caution for patients with extreme aGFR
values (aGFR > 150 mL/min) because our study contained very few patients with these
characteristics and in case of dialysis, extracorporeal membrane oxygenation, and

extracorporeal circulation because our study excluded these patients.

Currently, there are very few dose adjustment nomograms for beta-lactams and none
for amoxicillin. The French recommendations from the “Société de Pathologie Infectieuse de
Langue Francaise” (SPILF) and the European’s from the European Society of Clinical
Microbiology and Infectious Diseases (ESCMID), recommend a dose adaptation based on the
weight of the patient: 200 mg/kg per day. According to this work, this way for adaptation is
poorly relevant: the weight does not impact the concentration of amoxicillin, and a dose
adjustment based on GFR would be more appropriate. The IDSA does not include the weight
to determine the dose of amoxicillin, a standard dose of 12 g per day is preconized. This way
could be problematic in patients with extreme GFR. To our knowledge, currently, there is no

specific recommendation regarding the adjustment of amoxicillin dose based on GFR. ***°

For example, a patient with an aGFR of 80 mL/min and weighting 75 kg
(approximately mean patient aGFR and weight in this study) will require a daily dose of 6.7

to 14.7 g/day based on nomogram. In this case, the posology is consistent with American
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guidelines (12 g), but the patient would probably be over dosed using European and French
guidelines (15 g). In case of renal impairment (aGFR = 20 mL/min), a probably frequent and
underestimated situation in patient with IE, the same patient, would require a least 2.4 g daily
without exceeding 4.6 g to obtain the same PTA. This patient would probably be over dosed
using French, European and American guidelines (15 g). In summary, according to our
model, French, European, and American guidelines probably overestimate the posology of
amoxicillin especially in case of impaired renal function or obese patients. On the contrary,
these guidelines could increase the risk of subtherapeutic concentration in case of increase

GFR or lean patients.

This nomogram can be a useful tool for physicians for amoxicillin daily dose choice in
patients with IE. The aGFR 1is the only parameter required for this use. After treatment
initiation, nomogram does not replace therapeutic drug monitoring. Henceforth, a prospective
evaluation of the nomogram should also be performed to assess its efficacy in amoxicillin

daily dose choice.
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Figure 1: Final structural model for continuous-infusion amoxicillin. A two-compartment
model with absolute value of estimated glomerular filtration rate (CKD-EPI formula)

integrated as a covariate for elimination rate.
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Figure 2a: Observed versus population predicted amoxicillin concentration (A) and
individual predicted amoxicillin concentration (B), performed on the first dataset. The full
line is the linear regression line (R* = 0.633 for panel A and R* = 0.811 for panel B).
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Figure 2b: Observed versus population predicted amoxicillin concentration (A) and
individual predicted amoxicillin concentration (B), performed on the second dataset. The full
line is the linear regression line (R* = 0.529 for panel A and R* = 0.788 for panel B).
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Figure 3: Weighted residual error plotted against predicted concentrations (mg/L) (left) and
time (h) (right) for population predictions.
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Figure 4a: Visual predictive checks of amoxicillin concentration against absolute values of
the glomerular filtration rate (aGFR), for the first dataset. Open circles are observed
amoxicillin concentrations. Solid lines represent the 5", 50", and 95" percentiles for observed
concentration. Dashed lines represent the 5", 50", and 95™ percentiles for simulated
concentrations. The vertical lines at the top of the plots are bin separators.
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Figure 4b: Visual predictive checks of amoxicillin concentration against absolute values of
the glomerular filtration rate (aGFR), for the second dataset. Open circles are observed
amoxicillin concentrations. Solid lines represent the 5", 50", and 95™ percentiles for observed
concentrations. Dashed lines represent the 5" 50", and 95™ percentiles for simulated
concentrations. The vertical lines at the top of the plots are bin separators.
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Figure 5: Nomogram of the daily dose of continuous-infusion amoxicillin to be administered
to attain steady-state plasma concentration targets of 20 mg/L (full line) in 90% of the studied
population, 80 mg/L (dotted line) in 10% of the studied population, and mean daily dose
(dashed line), accounting for renal function estimated by the CKD-EPI formula and expressed
as an absolute value (aGFR). Equations were defined as y = 0.0001x% + 0.0613x +
1.157 for the 20 mg/L target, y = —0.0004x2 + 0.3073x + 0.6325 for the 80 mg/L
target, and y = —0.00015x2% + 0.1343x + 0.89475 for the median target, with x being
the aGFR and y being the amoxicillin daily dose.
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Table 1 Summary of patient characteristics (median and interquartile range) at the time of

diagnosis

Characteristics (unit) E:E/l:::lnot ;rfgnrtn((r)liell 07) z?ilsegl)ts for model validation p value (significance)
Sex (% male) 79.4 79.2 1.0000
Microorganism (% streptococci) 74.8 83.0 0.3151
In-hospital mortality (%) 6.5 15.1 0.0912
12-month mortality (%) 14.0 22.6 0.2787
Presence of vegetation (%) 66.4 66.0 1.0000
Surgery (%) 47.7 37.8 0.2430
Valvular prosthesis (%) 38.3 39.6 1.0000
Aortic valve localization (%) 63.6 52.8 0.5793
Mitral valve localization (%) 33.6 43.4 0.4280
Tricuspid valve localization (%) 5.6 1.9 0.4302
Pulmonary valve localization (%) | 0.9 0.0 1.0000
Dual therapy ceftriaxone (%) 40.2 22.6 0.0339*
Age (years) 72 [62 - 80.5] 74 [66 - 82] 0.4001
Height (cm) 170 [166 - 175] 170 [168 - 173] 0.3089
Weight (kg) 76 [69 - 87] 73 [61 - 85] 0.0734
BMI (kg/m?) 25.83 [23.64 - 29.18] 25.53[21.97 - 29.15] 0.1994
RIBW (kg) 65.17 [61.80 - 68.91] 65.17[61.43 - 67.41] 0.3196
DIBW (kg) 65.94 [61.88 - 70.46] 65.94 [61.41 - 68.65] 0.3267
HIBW (kg) 70.00 [65.05 - 75.50] 70.00 [64.50 - 73.30] 0.3108
PIBW (kg) 76.14 [69.19 - 87.03] 73.29 [61.08 - 85.23] 0.0793
BSA (m%) 1.88[1.78 - 2.01] 1.83[1.67 - 1.97] 0.0666
Serum creatinine (umol/L) 87.0 [73.0 - 115.5] 79.0 [66.0 — 103.0] 0.4584
eGFR (mL/min/1.73m?%) 74.78 [50.62 - 90.77] 73.13 [55.44 - 90.73] 0.6754
aGFR (mL/min/1.73m?%) 80.03 [52.57 - 100.63] 75.91 [57.76 - 99.78] 0.8733
Serum protein (g/L) 70 [64 - 74] 69 [63 - 74] 0.5009
Initial dose (g/24h) 1212 - 14] 1210 - 13] 0.2066

BMI, body mass index is defined as weight/height”, where weight is in kilograms and height
is in meters; RIBW, Robinson ideal body weight, calculated with the Robinson formula,
which is 52 + 1.9x(Height — 60) (if male) or 49 + 1.7x(Height — 60) (if female),
where height is in inches; DIBW, Devine ideal body weight, calculated with the Devine
formula, which is 50.0 + 2.3x(Height — 60) (if male) or 45.5 + 2.3x(Height — 60)
(if female), where height is in inches; HIBW, Hammond ideal body weight, calculated with
the Hammond formula, which is 48 + 1.1x(Height — 150) (if male) or 45 + 0.9X
(Height — 150) (if female), where height in in centimeters; PIBW, Peterson ideal body
weight, calculated with the Peterson formula, which is 2. 2XBMI + 3.5xBMIx(Height —
1.5), where BMI is in kilograms/meter2 and height is in meters; BSA, body surface area,
calculated with the Du Bois formula, which is 0.007184xweight®*?*5xheight®7?5,
where weight is in kilograms and height is in centimeters; eGFR, estimated glomerular
filtration rate, calculated with the CKD-EPI formula, which is 141><[min (Scr/k, 1)“]><

[max (Scr/K, 1)7"?%?]x0.993%9¢x 1. 018 (if female) or 1.159 (if black), where Scr is the
serum creatinine concentration, kK is 0.7 for females and 0.9 for males, a is -0.329 for females
en -0.411 for males, min indicates the minimum of Scr/k or 1, and max indicates the
maximum of Scr/x or 1; aGFR, absolute value of the glomerular filtration rate, which is
calculated as (eGFRXBSA)/1.73. Qualitative characteristics were compared using a two-
tailed Fisher’s exact test, and quantitative data were compared using a Mann-Whitney-
Wilcoxon test. Statistically significant results are marked with an asterisk.
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Table 2 Population parameters estimates.

Parameters Estimation Range

Kl 0.01 —2.00
Median [95% CI] 1.688 [0.792 — 1.908]
MAWD [95% CI] 0.2210.077 — 0.492]

K2 0.01 —2.00
Median [95% CI] 0.946 [0.743 — 1.006]
MAWD [95% CI] 0.20310.059 — 0.374]

KCP 0.01 - 15.00
Median [95% CI] 0.247[0.012 —2.937]
MAWD [95% CI] 0.23710.002 —2.925]

KPC 0.01 —15.00
Median [95% CI] 11.427[0.215 — 14.998]
MAWD [95% CI] 3.57[0.001 —3.573]

\Y 1.00 — 15.00

Median [95% CI]

5.698 [5.312 - 7.169]

MAWD [95% CI]

0.968 [0.088 —2.766]

In the model, K, = K,1 X (aGFR/64.92)Xe2 where Ke is the elimination rate constant
from the central compartment (in hours™), aGFR/64.92 is the absolute glomerular filtration
rate (in milliliters per minute) normalized to the dataset median, K.1 and K.2 are the
multiplicative factor and power factor respectively, used to scale the elimination rate constant.
CI, confidence interval; MAWD, median absolute weighted deviation, used as an estimate of
the variance for a nonparametric distribution; V, volume of the central compartment (in

liters).
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Discussion générale

L’amoxicilline est le traitement recommandé en premicre intention pour traiter les EI a
streptocoques et Enterococcus faecalis. Les recommandations francaises et européennes
proposent une adaptation posologique basée uniquement sur le poids du patient alors que les
recommandations américaines préconisent une posologie unique de 12 g quel que soit le
patient. Il n’y a pas d’adaptation précise recommandée selon 1’état de la fonction rénale alors

que c’est le principal mode d’élimination de cet antibiotique.

Ce travail avait pour objectif d’identifier les covariables influencant la
pharmacocinétique de 1’amoxicilline dans le traitement de I’El et de développer un outil

d’adaptation basé sur ces covariables.

Pour la réalisation de ce travail, nous avons utilis€¢ une approche non paramétrique de
pharmacocinétique de population. L’approche non paramétrique ne fait aucune hypothese
quant a la distribution dans la population des parametres du modele (Vd, KPC, KCP, Ke).
Cela peut permettre de repérer différents modes de distribution et de détecter des sous-
populations d’intérét, mais implique en retour d’avoir un grand nombre d’observations (94).
Les données rétrospectives de routine dont nous disposions €taient adaptées a ce type d’étude
car méme si nous ne disposions que de peu de dosages par patient (3,375 en moyenne), ceci
était compensé par le grand nombre de patients et surtout, par le schéma d’administration en

perfusion continue, lequel renforcait la valeur informative de chaque concentration mesurée.

A titre d’information, les approches paramétriques font I’hypothése que la distribution
de chacun des paramétres suit une loi normale. Ce type d’approche permet d’analyser des
données peu riches, en "rattrapant” le manque de données par une hypothese de distribution,
mais ne permet pas en retour d’identifier des sous-populations ou des distributions de

parametres particulieres.

L’influence de neuf covariables a été évaluée dans cette étude (poids réel, taille, indice
de masse corporelle, surface corporelle, poids idéal calculé selon les formules de Robinson
(101), Devine (102), Hammond (103), et Peterson (104), ainsi que le taux de protéines
sériques totales). A I’instar de la plupart des études de modélisation de 1’amoxicilline déja
publiées (62,98,99), aucune covariable ne s’est montrée pertinente pour améliorer I’estimation
du volume de distribution. En revanche, pour d’autres molécules et d’autres populations, le

poids a parfois démontré son influence sur ce parametre (97,100). Le volume de distribution
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de I’amoxicilline, d’apres la littérature, est d’environ 0,3 L/kg (52,66,67), ce qui témoigne
d’une distribution principalement vasculaire, mais pas seulement. Des dosages tissulaires
attestent en outre d’une diffusion périphérique certaine (69). L’homogénéité de notre
population concernant ces covariables (80 % des patients pesaient entre 58 kg et 98 kg et
mesuraient entre 1,60 m et 1,78 m) suppose que 1’estimation du volume de distribution puisse
étre tres similaire d’un patient a ’autre et peut expliquer qu’elles n’améliorent pas le modele.
Néanmoins, ’aGFR ayant été retenue et prenant en compte la surface corporelle du patient,

ces données y sont indirectement intégrées.

Dans cette étude, nous avons choisi d’utiliser comme estimateur de la fonction rénale
le DFG calculé d’apres la formule du CKD-EPI (Chronic Kidney Disease — Epidemiology
Collaboration), car il s’agit de la formule de référence (105). En effet, la formule de Cockroft
& Gault tend a étre abandonnée, car elle sous-estime la fonction rénale chez le sujet agé, tout
en la surestimant chez le patient obese et le sujet cachectique (106). La formule du
Modlification of Diet in Renal Disease Study Group (MDRD), proposée dés 1998, a prouvé sa
supériorité chez le patient jeune, I’obese et le sujet de plus de 65 ans (107), mais elle tend a
étre remplacée par la formule du CKD-EPI proposée par le méme auteur, cette formule ayant
démontrée des performances supérieures pour [’estimation du DFG (105,108,109).
Cependant, de méme que la formule du MDRD, elle nous donne un résultat normalisé sur la
surface corporelle de 1,73 m* (eGFR) : le principe est qu'une personne de grande taille aura
généralement des reins plus gros et un DFG brut (aGFR) plus élevé qu'une personne plus
petite du méme état de santé rénale. Par conséquent, méme si cela est pratique pour comparer
les DFG entre différents patients ou a des seuils pour quantifier 1’état de la maladie rénale
chronique, cette indexation n’est pas adaptée a [’utilisation individuelle. En effet, un
médicament éliminé par voie rénale est éliminé du corps proportionnellement au DFG brut
(aGFR) plutét qu'a la version normalisée. Ainsi, l'utilisation d'un DFG normalisé (eGFR)
sous-estimera I'élimination des médicaments chez les grandes personnes (surface corporelle >
1,73 m%) et la surestimera chez les personnes de petite taille (surface corporelle < 1,73 m%)
(110-112). Notre modélisation a d’ailleurs confirmé que 1'aGFR est préférable a I'eGFR pour
l'ajustement de la dose d'amoxicilline. Il peut étre envisageable que la mesure de la clairance
de la créatinine sur l'urine de 24 h soit plus précise, mais elle est nettement moins
reproductible et ne permet pas de prendre en compte la taille et le poids du patient. Par

ailleurs, ce type de covariable n’est qu’un facteur statistique dans 1’analyse de population ; au
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surplus, ce n’est pas parce qu'une méthode est performante pour estimer la clairance de la

créatinine qu’elle le sera pour estimer la clairance d’'un médicament.

La finalité de ce travail a été de fournir un outil simple pour 'utilisation du mod¢le, le
nomogramme. Il permet, a partir d’une donnée facilement accessible, ’aGFR, d’obtenir a
priori une adaptation posologique d’amoxicilline pour chaque patient. Pour valider ’intérét
de ce nomogramme, ce travail devrait étre suivi d’une évaluation sur une cohorte prospective
de patients atteints d’EI ou le premier bras reprendrait une posologie préconisée par les
recommandations actuelles et I’autre suivrait celle du nomogramme. Un STP serait ensuite
réalisé et les concentrations entre les deux bras seraient comparées. Des méthodologies
similaires ont d’ailleurs déja été utilisées pour valider des nomogrammes portant sur la
vancomycine et le méropénéme, en comparant statistiquement deux cohortes prospectives ou
rétrospectives utilisant soit le nomogramme, soit les recommandations actuelles (113—-119).
Ce type d’étude permet de justifier si ’utilisation d’un nouveau nomogramme est réellement
pertinente cliniquement. La seconde perspective a ce travail serait de développer un outil
d’adaptation de dose a posteriori, personnalisé pour chaque patient. En effet, a partir d’une ou
plusieurs mesures de concentrations, il serait possible, par une méthode bayésienne, de
recalculer les parameétres du modele pour un patient défini. Ceci reviendrait a générer un
nomogramme pour chaque patient (120). Ce type d’approche doit également étre validé par
une ¢tude prospective et randomisée dans laquelle un groupe recoit les doses d’amoxicilline
d’apreés 1’adaptation bayésienne du modele et 1autre recoit le traitement selon les
recommandations standards. Une comparaison statistique faite entre les deux groupes
permettrait ensuite d’identifier si I’adaptation bayésienne réduit significativement le nombre
de patients dont les concentrations sont hors des objectifs PK-PD et méme, d’avoir un impact

sur le plan clinique.

Ce type d’étude s’integre dans une perspective de médecine prédictive et
personnalisée, individualisée en fonction des caractéristiques de chaque patient. A partir des
données conséquentes récoltées au CHU de Nantes, différentes études de pharmacocinétique
de population ont déja été réalisées (95-97), d’autres sont en cours de développement. Le but
est de créer une banque de modeles décrivant la pharmacocinétique de nombreux
antibiotiques pour chaque population d’intérét traitée (mucoviscidoses, patients greffés
cceur/poumon, briilés, EI...). Ces modeles ont vocation a étre utilisés en pratique clinique
courante et seront alors intégrés dans une plateforme numérique permettant d’obtenir une

adaptation posologique pertinente pour chaque patient, a 1’instauration du traitement mais
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également, une adaptation bayésienne associée au suivi pharmacologique de routine, laquelle
permettra un ajustement rapide aux modifications physiologiques des patients (insuffisance

rénale aigué, par exemple).

Conclusion

Ce travail a permis d’étudier la pharmacocinétique de I’amoxicilline et de mieux
identifier les covariables influencant les concentrations de cet antibiotique. Les cibles idéales
de concentrations ont été discutées pour étre mieux adaptées aux principales bactéries
retrouvées dans 1’endocardite infectieuse. En prenant comme principal facteur de variation le
débit de filtration glomérulaire et non le poids, tel que le préconisent les recommandations, un
outil d’adaptation posologique a pu étre élaboré : le nomogramme. Son but est d’améliorer
I’atteinte des objectifs PK-PD et ainsi de diminuer le risque d’inefficacité par sous-dosage et
de iatrogénie médicamenteuse par surdosage. Bien qu’il permette une adaptation a priori de la
posologie, il ne remplace pas pour autant le suivi thérapeutique pharmacologique. Une
évaluation prospective est actuellement envisagée pour juger de son efficacité clinique et pour

I’atteinte de la cible pharmacologique.
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