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Résumé

Pharmacocinétique et Suivi thérapeutique

pharmacologique de la colistine

La colistine est un antibiotique utilisé en dernier recours dans les infections a bacilles gram négatifs
multirésistants. Elle est administrée sous la forme de sa prodrogue, le colistiméthate sodique (CMS).
Bien que les données disponibles sur cet antibiotique aient largement augmenté depuis I'apparition
des dosages du CMS et de la colistine par méthode séparative couplée a un détecteur, les disparités
entre les études perdurent, les mécanismes pharmacocinétiques impliqués ne sont pas tous élucidés

et les données manquent quant a I'optimisation de I'utilisation de cet antibiotique.
Cette thése a ainsi permis de :

1) Vérifier que les dosages de CMS et colistine réalisés dans différents centres européens
étaient conformes et homogenes via la réalisation d'une étude de cross-validation
multicentrique.

2) Mettre en évidence I'ampleur de la variabilité interindividuelle des concentrations moyennes
a l'équilibre en colistine et montrer que cette variabilité était essentiellement due a la
clairance de la colistine.

3) Montrer les difficultés de la mise en place d’'une optimisation posologique précoce du CMS
par analyse bayésienne.

4) Evaluer I'impact pharmacocinétique d’'une administration du CMS en une seule injection
journaliere.

5) Etudier la pharmacocinétique du CMS et de la colistine apres administration par voie
intraveineuse et nébulisée de CMS chez les patients souffrant de mucoviscidose.

6) Suggérer une augmentation de la posologie de la colistine en pédiatrie.

Ces travaux ont permis d’accroitre les connaissances sur la pharmacocinétique de la colistine et de
proposer de nouvelles stratégies thérapeutiques afin de contribuer a I'amélioration de la prise en

charge des patients.

Mots clés : colistine, antibiothérapie, suivi thérapeutique pharmacologique, pharmacocinétique, LC-

MS/MS
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Abstract

Pharmacokinetic and Therapeutic Drug

Monitoring of colistin

Colistin is an antibiotic used as a last resort in infections caused by multiresistant gram negative

bacteria. It is administered as a prodrug, colistin methanesulfonate (CMS). Although data concerning

this antibiotic are growing since CMS and colistin quantification is realized by a separative method

coupled to a detector, some differences are still present between studies, the pharmacokinetic

mechanisms involved are not yet totally elucidatedand there is a lack of data concerning the

optimization of its use.

In this thesis we:

1)
2)
3)
4)

5)

6)

Check that CMS and colistin dosages realized in different centers in Europe were compliant
and homogenous with a multicentric cross validation study.

Highlight the inter individual variability of the steady state average concentrations of colistin
and show that it is mostly associated to colistin clearance.

Show the difficulties of an early adaptation of CMS dose regimen by bayesian analysis.
Evaluate the pharmacokinetic impact of intravenous administration of CMS once daily.

Study CMS and colistin pharmacokinetic after iv and nebulized administration of CMS in
cystic fibrosis patients.

Suggest an increase of CMS dosing regimen recommended in children.

Overall, this work brings PK understanding of colistin and suggests new therapeutic strategies,

particularly in cystic fibrosis patients and in children. This work should contribute to improve

patient care in infection caused by multiresistant bacteria.

Key words: colistin, antibiotherapy, therapeutic drug monitoring, pharmacokinetic, LC-MS/MS
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CHAPITRE 1

LE SUIVI THERAPEUTIQUE
PHARMACOLOGIQUE
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I. Individualisation du traitement a
I'aide du Suivi Thérapeutique
Pharmacologique

1. Définition et intéréts du Suivi Thérapeutique
Pharmacologique

Le « Suivi Thérapeutique Pharmacologique » (STP) est la traduction choisie par la Société frangaise de
pharmacologie de I'expression anglaise « Therapeutic drug monitoring » (TDM) (1). L’objectif du STP
consiste a améliorer la réalisation de I'objectif thérapeutique pour le patient : améliorer la réponse
thérapeutique et diminuer les effets toxiques afin d’optimiser au mieux la « balance bénéfices-risques ».
Bien que lors de la mise sur le marché d’un médicament les données de pharmacocinétique, d’efficacité
et de sécurité soient exigées, il s’agit d’informations concernant des parameétres et des effets moyens

pouvant étre éloignées des conditions réelles pour un patient donné.

Certaines situations cliniques encouragent particulierement le clinicien a demander le dosage sanguin

d’un médicament (Tableau 1) (2).
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Tableau 1 : Situations cliniques motivant un dosage sanguin de médicament (d’apres Widmer et al., 2008 (2))

Situation Objectif Exemple

Faire la distinction entre résistance pharmacologique Crise convulsive malgré un
Réponse insuffisante au (concentration suffisante) nécessitant un changement de  traitement antiépileptique
traitement traitement et défaut d’exposition (concentration

insuffisante) appelant une adaptation posologique

Confirmer le diagnostic d’intoxication Symptémes gastro-

Suspicion de toxicité . . L
intestinaux sous digoxine

Faire la distinction entre réponse insuffisante ou toxicit¢ =~ Augmentation de la

Manifestations cliniques N ,
créatinine chez un greffé

ambigués } . .
rénal sous ciclosporine
. , Prévenir les conséquences de I'imprégnation Choix de I'intervalle de prise
Dysfonction d’organe . L
médicamenteuse des aminosides
. Prévenir les conséquences en adaptant les posologies Suivi des antirétroviraux chez
Interaction .
- un patient VIH recevant de la
médicamenteuse . .
rifampicine
Vérification de Viser une concentration cible Suivi de la ciclosporine ou du
I’adéquation d’une tacrolimus chez un patient
posologie transplanté
. - Limiter la prescription d’un traitement onéreux ou Facteurs de la coagulation
Economie de médicament . . . ") . h .
disponible en faible quantité chez un patient hémophile
" . Concentration trés basse ou non détectable permettent Patient VIH avec une virémie
Controle de la compliance b A . . .
d’évoquer un probléme de prise médicamenteuse. non contrdlée
. Mesure des concentrations et détermination des Etudes prospectives d'une
Recherche clinique . . .
relations dose-concentration-effet nouvelle molécule

Afin que le STP ait du sens, il existe toutefois certains prérequis pour la molécule concernée (3) :

- Larelation concentration — effet (thérapeutique ou toxique) doit étre bien définie
- Lavariabilité inter-individuelle doit étre élevée et la variabilité intra individuelle faible
- La marge thérapeutique doit étre étroite

- Il est nécessaire d’avoir a disposition une méthode de dosage fiable et rapide
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2. Notions de pharmacodynamie et de
pharmacocinétique-pharmacodynamie appliquées a
I'antibiothérapie

La pharmacodynamie (PD) étudie les effets d’un principe actif sur I'organisme et s’illustre par I'étude de
I’effet du médicament en fonction de sa concentration sanguine. Associée a la pharmacocinétique (PK), elle
forme une nouvelle discipline : la PK-PD qui étudie I'évolution de I'effet d’'un médicament en fonction du

temps (Figure 1).

Dose

{&

PK <« PK-PD < PD
w
s
=
S
Temps Concentrations Temps

Figure 1 : Principe de la Pharmacocinétique - Pharmacodynamie

La PK-PD appliquée a I'antibiothérapie décrit I'ensemble des propriétés pharmacocinétiques et
antibactériennes d’un antibiotique. In vivo, elle évalue l'effet bactériostatique ou bactéricide des
antibiotiques au niveau des sites infectieux en fonction du temps et de la concentration en antibiotique
(4). Afin d’établir la molécule et la dose optimale a administrer aux patients, il est indispensable de

comprendre les différentes relations dose-concentration-effet de cette classe thérapeutique.

La sensibilité des bactéries peut étre évaluée par leur Concentration minimale inhibitrice (CMI). Il s’agit de

la plus petite concentration en antibiotique nécessaire pour inhiber la croissance d’une bactérie. En routine
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routine hospitaliere, ce parametre est déterminé par le laboratoire de bactériologie, a la suite de
I'identification du germe responsable de I'infection et la réalisation d’un antibiogramme permettant de

déterminer les antibiotiques susceptibles d’étre efficaces.

Les antibiotiques peuvent étre classés en fonction de I'indice PK-PD qui décrit leur efficacité (Figure 2) (5-

7):

(i) les antibiotiques temps-dépendants pour lesquels I'efficacité est corrélée au temps durant lequel la
concentration libre de I'antibiotique est maintenue au-dessus de la CMI (fT > CMI) (exemples:
bétalactamines, linezolide). Ces antibiotiques sont généralement administrés en plusieurs prises par jour

ou en perfusion continue, a la suite ou non d’une dose de charge.

(i) les antibiotiques concentrations-dépendants pour lesquels l'efficacité est liée au ratio de la
concentration au pic sur la CMI (Cmax/CMI) (exemples : aminosides). L’adaptation posologique de ces
molécules consiste a augmenter la dose journaliére administrée afin d’optimiser le Cmax et a augmenter
I'intervalle de prise afin de diminuer la valeur de la concentration résiduelle, généralement liée a la

toxicité de la molécule.

(iii) les antibiotiques a effets mixtes pour lesquels I'efficacité est liée au ratio de I'aire sous la courbe de la
concentration libre de la molécule pendant 24 h sur la CMI (fAUCy,0.24n/CMI) (exemples:
fluoroquinolones, glycopeptides). L'augmentation de la dose journaliére permet d’optimiser le traitement

pour cette catégorie d’antibiotiques.
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Figure 2: Indices pharmacocinétiques / pharmacodynamiques, marqueurs prédictifs de [Iefficacité
microbiologique et clinique des antibiotiques (d’aprés Jacobs et al., 2001 (7)).

AUC/CMI : aire sous la courbe des concentrations en fonction du temps rapportée a la concentration minimale inhibitrice
(CMI) ; Cmax/CMI : concentration maximale rapportée a la CMI ; T > CMI : temps pendant lequel la concentration est
supérieure a la CMI.

3. Intérét clinique du Suivi Thérapeutique
Pharmacologique appliqué a I'antibiothérapie

Le STP en antibiothérapie joue un role primordial dans la prise en charge de l'infection du patient et
permet, en plus de la surveillance de I'équilibre efficacité — toxicité précédemment citée, de prévenir
I'apparition de mutants résistants (5). Afin de pouvoir interpréter les dosages, il est nécessaire de

connaitre (8) :

- L’état physiologique du patient et son statut immunitaire
- Lanature et la sensibilité des bactéries responsables de I'infection
- Lalocalisation anatomique de l'infection

- L’évolution de l'infection elle-méme

Les dosages d’antibiotiques sont fortement conseillés pour les molécules a marges thérapeutiques

étroites et pour lesquelles la méthode de dosage est simple et rapide (principalement les aminosides et
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les glycopeptides). Pour les molécules a marge thérapeutique plus large comme les bétalactamines, les
dosages sont a réaliser en fonction de I’état physiologique du patient, des potentielles interactions
médicamenteuses, en cas de CMI élevées nécessitant de fortes posologies ou de résultats thérapeutiques

insuffisants (8).

Le STP est particulierement recommandé en cas d’infections nosocomiales généralement associées a des
bactéries plus résistantes présentant des CMI élevées. Ce type d’infection se retrouve principalement
chez des patients sévéres présentant des modifications pharmacocinétiques (patients de réanimation,

grands br(lés, néonatologie, etc.).

De plus, la démarche d’adaptation posologique des antibiotiques doit également prendre en compte le
risque d’émergence de résistances. La dose ainsi que la durée du traitement impacteraient la sélection de

mutants résistants, d’ou I'importance de (9) :

- Débuter le traitement antibiotique le plus rapidement possible afin de réduire la taille de
I'inoculum et donc la probabilité de présence de mutants résistants
- Atteindre la valeur cible de I'indice PK-PD dés la premiére dose si possible

- Réduire la durée de traitement au minimum nécessaire

Le STP appliqué a I'antibiothérapie peut étre résumé par le schéma suivant (Figure 3) :
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Figure 3 : Optimisation de I'antibiothérapie : Interactions entre Patient — Bactérie et Antibiotique
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[I. Méthodologie utilisée lors du
Suivi Thérapeutique Pharmacologique

Le STP constitue une discipline globale faisant appel a la chimie analytique, a la pharmacocinétique, a la
connaissance des mécanismes d’action des médicaments et a la thérapeutique. Cette activité ne
correspond pas a un simple dosage de médicament mais se doit d’étre accompagnée d’une

interprétation, et si possible d’une suggestion d’adaptation posologique (1).

Le STP représente une stratégie d’individualisation du traitement et appartient aux stratégies
thérapeutiques de contrble adaptif par « feedback » (Figure 4) (10). Le schéma de posologie initiale est
choisi en fonction des caractéristiques spécifiques du patient, du but thérapeutique et de la concentration
sanguine cible. Les concentrations sont ensuite mesurées et interprétées en fonction des données
cliniques, du délai entre I'administration et le préléevement, des zones thérapeutiques, de la population a
laquelle appartient le patient ainsi que des performances et des limites analytiques de la technique

utilisée (11).

Expérience ‘ Patient ‘ | But thérapeutique
(choix du modéle) "

Schéma posologique }.
-

Plan de contrdle

- <3
4""’/ ‘\-R'\-\.
- =4 ’-_ -H"\-\.‘ e
Réponse sttendue __— Concentration attendue
== E—— .
e Riponss ohearude: " Concentration mesurée |

Figure 4 : Schéma du contréle adaptatif du STP (d’apres Rodman et al., 2006 (10))
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La marge thérapeutique est un concept important du STP et doit étre considérée comme un concept de
probabilités et non comme une zone absolue et figée. Selon le patient, son état clinique, la pathologie
dont il souffre, les limites hautes de la marge ne définissent pas forcément une borne au-dela de laquelle
la toxicité commence de méme que les bornes basses ne sont pas toujours associées a une absence
d’effet thérapeutique. Le concept de concentration cible a été proposé pour remplacer celui de marge
thérapeutique. Il s’agit d’une concentration unique dont il faut s’approcher au mieux et qui differe selon

la clinique du patient (12).

Il existe différentes approches pour adapter le schéma thérapeutique a priori (algorithmes) ou a
posteriori, c’est-a-dire en fonction des concentrations mesurées (nomogrammes, approches

mathématiques, approches bayésiennes) (3).

1. Rappels pharmacocinétiques

a) Parametres usuels

La pharmacocinétique décrit le devenir du médicament dans I'organisme et s’illustre en décrivant les
concentrations en principe actif en fonction du temps, généralement dans le plasma ou le sérum. La
pharmacocinétique d’une molécule est traditionnellement décrite par 4 étapes, étroitement liées entre

elles : I'absorption, la distribution, le métabolisme et I’élimination, comme représenté dans la Figure 5.

A
absorption
M
métabolisme
D E
distribution élimination

Figure 5 : Les différentes étapes de la pharmacocinétique du médicament
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Lors de la phase d’absorption, la biodisponibilité (F) décrit la fraction de la dose du médicament
administré qui atteint la circulation générale et la vitesse a laquelle elle I'atteint. Cette fraction
conditionne de fait les concentrations systémiques et donc les notions d’efficacité et de toxicité. Lors
d’une administration directement dans la circulation systémique (principalement par voie intraveineuse),
la biodisponibilité est égale a 100%. Lorsqu’une autre voie d’administration est utilisée (voie orale,
nébulisée, intrathécale, etc.), il est possible que la substance active ne puisse que partiellement se

retrouver dans la circulation systémique.

Le principe actif se distribue ensuite dans le corps en fonction de ses propriétés physico-chimiques et / ou
de l'affinité pour des protéines ou structures biologiques spécifiques. Dans la circulation générale, le
médicament se trouve soit a I'état libre dissout dans I'eau plasmatique, soit fixé sur les protéines du sang
(principalement I'albumine et I'al-glycoprotéine acide). Seule la molécule non liée peut diffuser dans les
tissus, exercer un effet pharmacologique (thérapeutique ou toxique) et étre métabolisée ou excrétée.
Pour cette raison, il est important de connaitre la fraction libre (fu) d’'un médicament que de nombreuses

conditions cliniques peuvent influencer.

Le volume apparent de distribution (Vd) est utilisé pour quantifier la distribution tissulaire des
médicaments. Il s’agit d’un volume fictif dans lequel devrait se distribuer le médicament pour étre a la
méme concentration que celle du plasma. Il peut également se définir comme le facteur de
proportionnalité a un moment « t », entre la quantité de médicament présent dans I'organisme (A:) et la

concentration de ce médicament (Cy).

Equation 1: Vd = —

Ce volume est souvent exprimé en litres et a pour valeur minimale le volume de plasma (3 L). Dans la
majorité des cas il s’agit d’un volume fictif, sans signification physiologique, qui peut dépasser largement
le volume d’eau total du corps (42 L pour un poids de 70 kg) ; cela signifiant que la substance s’accumule

dans un tissu spécifique. Il est alors possible d’exprimer le volume de distribution comme suit (13) :
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fu,p
fu,t

Equation 2 : Vd= Vp + Vrx
Avec:

- Vp, le volume de distribution plasmatique
- Vi, le volume de distribution tissulaire
- fu,p la fraction libre ( « unbound » ) plasmatique

- fu,7 la fraction libre tissulaire

Un volume élevé signifie que le médicament posséde une forte affinité pour certains tissus. Le volume

varie en fonction du rapport fu,p/fu,r:

- sifu,p =fu,r, le Vd est voisin de celui de I'organisme

- sifu,p < fu,1, le médicament est fortement fixé aux protéines plasmatiques et peu aux protéines
tissulaires

- sifu,p > fu,r, le médicament est principalement fixé dans les tissus et le volume de distribution est

supérieur au volume de I'organisme.

Dés l'absorption du médicament, son élimination commence. Selon ses caractéristiques physico-

chimiques, la molécule s’élimine de I'organisme selon divers procédés :

- excrétion par voie biliaire ou rénale du produit sous forme inchangée

- biotransformations en métabolites

La clairance totale (CL) décrit quantitativement la vitesse d’élimination d’'un médicament de I'organisme.
Elle est usuellement exprimée en mL/min, ou L/h et décrit le volume épuré du médicament par unité de
temps. Pour la plupart des médicaments, si la pharmacocinétique est linéaire, la clairance est
indépendante de la dose administrée, de la concentration plasmatique et du temps. Toutefois, elle
dépend de I'état clinique du patient, en particulier de la fonction des organes éliminateurs,

principalement le foie et les reins.
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Classiquement, I'élimination d’'un médicament est quantifiée par sa demi-vie d’élimination (ti),
paramétre pharmacocinétique secondaire qui dépend de la clairance totale et du volume apparent de

distribution.

b) Détermination des parametres usuels

Des prélevements a différents temps seront utiles pour décrire la cinétique d’une molécule (Figure 6) :

- Lamesure de la concentration au moment du pic de concentration (Tmax) permet une estimation
de la concentration maximale (Cmax)

- La mesure de la concentration juste avant une nouvelle administration permet une estimation de
la concentration résiduelle ou concentration minimale (Cmin)

- La mesure de la concentration a différents temps permet le calcul de I’aire sous la courbe (AUC)

qui constitue un parameétre d’exposition global

./.\'\
— Cmax / N
v .\.
/ N
2 | N,
S AUC L N
g I N\,
o
. | .
c
? [
T~ Cmin
Temps

Figure 6 : Courbe représentant la concentration plasmatique d’'un médicament aprés administration per
os (AUC : area under the curve, aire sous la courbe)
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(1) Analyses non compartimentales

Les analyses de pharmacocinétique par analyses non compartimentales (NCA) sont réalisées
individuellement pour chaque patient et nécessitent un nombre élevé de prélevements qui doivent étre
réalisés a des temps précis suivant un protocole strict afin de réduire la variabilité au maximum. Puis,
I’estimation des parametres PK dits « modeles indépendants » est faite graphiquement a partir du calcul
de l'aire sous la courbe (AUC) par la méthode des trapezes (Figure 7). Si la concentration au dernier

temps de prélevement (C:) n’est pas nulle, il est nécessaire d’extrapoler la surface entre le temps « t » et

I'infini (S) comme suit :

Equation 3 : S = —
Avec :

- G, la concentration du médicament dans le dernier préléevement

- ke, la pente de la phase terminale de décroissance des concentrations log-transformées

Néanmoins, dans le cadre du STP, le calcul de I’AUC entre deux prises ou bien sur 24h constituent les

parameétres les plus usuels pour définir I’exposition au principe actif.

(C3 + C4)
G —
2

x (14 - 13)

)
w

o)
N

Concentration
(mg/L)

~* Temps
3 @ t7 (h)

Figure 7 : Analyse non compartimentale : méthode des trapézes pour déterminer ’'AUC
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Le calcul manuel de I’AUC permet de déterminer la clairance totale du médicament (CL) comme suit :

Fx Dose

E i 4. =
quation CL UC

Lors d’une administration par perfusion continue, I’état d’équilibre ou steady-state, est par définition la

phase durant laquelle le débit de la dose (R) et la vitesse d’élimination sont a I'équilibre :

Equation 5 : R = CLxCss

Avec:

- R, le débit d’administration du médicament

- Css, la concentration moyenne a I'équilibre du médicament

Lors d’administrations répétées, on parle d’état de peudo-équilibre et la concentration moyenne a
I’équilibre (Css), se détermine par rapport au calcul de I'aire sous la courbe (AUC) au cours de l'intervalle

entre deux administrations du médicament :

, AUCy-— Fx Dose
Equation 6 : Css = TO = Lxc

Avec T, l'intervalle entre deux administrations de médicament

La pente de la phase terminale de décroissance permet également de déterminer la demi-vie

d’élimination comme suit :

0,693
ke

Equation 7 : ty), =

Pour rappel, le volume de distribution se définit comme le facteur de proportionnalité entre la quantité

de médicament présent dans I'organisme au temps « t » et la concentration au méme moment (Equation
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1). Sa détermination est toutefois plus délicate puisqu’il existe en réalité plusieurs types de volumes de

distribution en fonction du moment ou les prélévements sont réalisés (Figure 8) (14) :

e Vc: correspond au volume de distribution initial. Il se calcule en fonction de la dose et de la

concentration au temps « 0 » apres administration de la molécule par bolus intra-veineux :

Dose
Co

Equation 8 : Ve =

e Varea: correspond au volume de distribution au cours de la phase de pseudo-équilibre. Au cours
d’une analyse non compartimentale, il peut étre déterminé a partir de la valeur de la pente

terminale ainsi que de la valeur de la clairance totale :

. CL
Equation 9: Varea = o=

e Vss: correspond au volume de distribution a I’équilibre

. A
Equation 10 : Vss = =%
CSS

Avec :

- Ass, la quantité de médicament présent dans I'organisme a I'état d’équilibre
- Css, la concentration de ce médicament a I'état d’équilibre

Ainsi, au cours de la phase de distribution, le volume de distribution ne doit pas étre considéré comme un

parameétre mais comme une variable.
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V, and the two states of equilibrium

Measurement conditions for Cp and selection of V4
C,att=0
(]

[%)] w
— w 5 5 Tissue
Yes iy o area IS
C, constant (equilibrium) 'g Tissue E J Vss
Q [$]
c
Yes 'i° 8 § Plasma
C, pseudo-equilibrium l Plas?a
e e >
Yes cl No A ( t) Varea
V. Vss V,ea= e V; =C(d =variable [ Pseudo-equilibrium |  [Steady-state equilibrium|
7

Figure 8 : Les différents volumes de distribution (Vd), avec Az = ke, la valeur de la pente d’élimination (d’aprés
Toutain et al., 2004 (14))

(2) Analyses compartimentales par modélisation individuelle

La méthode compartimentale permet d’estimer les paramétres a partir de la détermination des
concentrations plasmatiques des médicaments et d’un modele mathématique simple. La décroissance
des concentrations plasmatiques au cours du temps reflete les étapes de distribution et d’élimination du

médicament et est le plus souvent de nature exponentielle : on parle alors de cinétique linéaire.

Comme pour les analyses non compartimentales citées précédemment, cette approche nécessite des

prélevements répétés sur un nombre généralement réduit de patients.

L’organisme est considéré comme un ou plusieurs compartiments virtuels dans lesquels le médicament se
répartit. La représentation de différents modéles compartimentaux classiques est illustrée par la Figure 9.
Dans le cas ou la phase de distribution est trés rapide et ou seule la phase d’élimination peut étre
distinguée, I’évolution des concentrations (C) en fonction du temps (t) suit une équation mono-

exponentielle de type :
ke .t

Equation 11 : Ct=Coxe”

Avec :

- Co, la concentration extrapolée au temps « 0 »
- ke, la constante d’élimination
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Dans le cas d’'une décroissance biexponentielle des concentrations au cours du temps, la phase de

décroissance rapide est appelée phase de distribution (phase a) et la phase de décroissance plus lente, la

phase d’élimination (phase B) (Figure 9). L’équation de la courbe est alors de type bi-exponentiel de type :

Equation 12 :

Ae @ t4yB e Bt

Avec a et B, les pentes respectives des phases de distribution et d’élimination.

ke

C(t) = Cyxeke:t

10

Concentrations

0.1

b

Temps

Concentrations

10

0.1

v
k1-2
cl kK, P
k
C)=A.e*t+B.e Pt
distribution

élimination

Temps

Figure 9: Notion de compartiments : A: Modele monocompartimental, B : Modéle bicompartimental ke :

constante d'élimination ki2, k21 : constantes intercompartimentales. C correspond au compartiment central et P

au compartiment périphérique
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(3) Analyse pharmacocinétique par approche de population

La pharmacocinétique de population (popPK) est a I'heure actuelle la méthode de choix pour la
modélisation PK. L'approche non-linéaire a effets mixtes (Non-linear mixed-effects approach, ou NLME),
introduite par Sheiner et Beal en 1972, est I'approche la plus utilisée (15). Elle est basée sur I'analyse

simultanée d’un faible nombre de concentrations provenant d’un grand nombre de patients (16).

Le modele statistique créé permet I'estimation simultanée des parameétres moyens (effets fixes) et leur
variabilité (effets aléatoires). Cette approche permet une meilleure estimation de la distribution des

parameétres par rapport a la méthode compartimentale classique (17).

Cette méthode permet en outre d’identifier des covariables pouvant étre a I'origine de la variabilité inter-
et intra-individuelle des parameétres PK. Pour information, une covariable désigne une caractéristique
individuelle qui influence la disposition du médicament dans la population étudiée : dge, poids, sexe,
fonction rénale, facteurs cliniques, etc. La dénomination « effets mixtes » est utilisée car la variable

observée dépend de deux types d’effets :

o Des effets fixes, qui décrivent la prédiction du modeéle pour un individu typique. Ce sont des
variables indépendantes comme le temps, la dose ainsi que les parametres PK moyens de la
population.

o Des effets aléatoires prenant en compte la variabilité des parametres PK chez les différents
individus (iiv, pour inter-individual variability) ou chez un méme individu au cours du temps (iov,
pour inter-occasion variability) ainsi que la variabilité résiduelle. Cette derniére correspond a la
variabilité restante, non expliquée par le modeéle, et quantifie I'écart entre la valeur observée et la

valeur prédite.

De plus, le modele a effets mixtes est dit « non-linéaire » car les observations dépendent non-

linéairement des effets fixes et des effets aléatoires.
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Le modeéle non-linéaire a effets mixtes peut étre formalisé de la maniere suivante :

Equation 13 : Yl,] = f(Xi,]" 91) + & j

Equation 14:  0; = g(Bpop,1M:)

Equation15:  1; ~ N (0, w?)

Equation 16: & ; ~ N (0, o?)

Avec:

Y, : variable dépendante : observation mesurée chez le i¥™ individu au j¢™ temps.

Lj
f () : fonction non linéaire correspondant au modele structurel qui décrit I’évolution d’une
observation au cours du temps chez un individu

XL-J- : variables indépendantes : vecteur des variables descriptives du processus pour le sujet i
(temps, doses)

0; : paramétre PK pour I'individu i

9pop : parametre PK typique dans la population

7; : variabilité inter-individuelle associée au paramétre de population Hpop. 1); est supposé étre
distribué selon une loi normale de variance w?

€; j + erreur résiduelle, parametre d’effets aléatoires. ¢;; est supposé indépendant et

identiqguement distribué selon une loi normale de variance o2
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La Figure 10 reprend la formalisation des différentes variabilités.

Variabilité résiduelle
ou intra-individuelle

-

@ Observations

Y]
,_% —Prédiction de
s population
§ —Prédiction
£ individuelle
(%]
| =
o
(& ]

| Variabilité inter-individuelle

Temps (variable indépendante)

AL

Param; = Parampgp + f(qpammr._)
Nearam; ~ N (0, w?)

Figure 10 : Formalisation graphique des différentes variabilités

La création d’'un modele de pharmacocinétique de population permet d’estimer les parametres PK
propres a chaque individu et reconstituer ainsi leur profil PK individuel. Ceci est possible grace aux

analyses bayésiennes qui seront abordées dans le chapitre suivant.
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Implications des paramétres PK usuels dans le Suivi Thérapeutique Pharmacologique :

e En raison de son implication dans I'état d’équilibre et de pseudo-équilibre, la valeur de la

clairance totale (CL) détermine le choix de la dose d’entretien.

e L|'importance clinique du volume de distribution (Vss) est son influence importante sur la
Cmax apres la premiére dose conditionne l'utilisation ou non d’une dose de charge en début

de traitement : plus grand est le Vss, plus faible sera la premiére Cmax.

e |Le temps de demi-vie (ti/2) est un parameétre secondaire qui dépend du volume de distribution
(Varea) et de la clairance totale (CL). Il indique le temps nécessaire pour que la concentration
plasmatique du médicament diminue de moitié. Le temps nécessaire pour éliminer une
molécule de I'organisme est considéré comme étant égal a 4 a 5 fois le t1/,. Il s’agit également
du temps nécessaire pour atteindre I'état d’équilibre. La valeur du ti/> conditionne ainsi le

choix de l'intervalle fixé entre deux prises du médicament.
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2. Méthodologie de I'ajustement posologique

a) Meéthodes a priori

Les méthodes dites a priori n’utilisent pas les concentrations plasmatiques mais seulement les facteurs
individuels connus pour influencer ces concentrations : données morphologiques, physiologiques et/ou
biologiques du patient. A titre d’exemple, I'Equation 17 permet d’estimer la clairance d’un anticancéreux,
le carboplatine, (en mL/min), en fonction du sexe (sex), de I'dge (age, en années), du poids (WT, en kg), de

la concentration en créatinine (Scr, en umol/L) et de la concentration en cystatine C (cysC, en mg/L) (18).

Equation 17 :

- 0,385 + 0,504 age_ 0,366

cysC) (WT) 0.847
* %5 X ¢ x 0, x sex

clairance du carboplatine = 117,8 x (Sﬂ)‘ 0,450 x (
’ 75 1,00

Ainsi pour une AUC cible égale a 5 mg/L.h?, il est possible de calculer la dose a administrer en fonction

F x Dose )
AUC ’

des caractéristiques du patient (confére Equation 4 : CL=

L'utilisation des algorithmes a priori nécessite une relation étroite entre le parametre estimé et le facteur
individuel comme cela est le cas entre le carboplatine et la fonction rénale (18). Ce type de méthodologie
ne peut s’appliquer que si la pharmacocinétique du principe actif concernée est linéaire et si I'état

physiologique du patient n’évolue pas rapidement (3).

b) Méthodes a posteriori

(1) Nomogrammes

Des nomogrammes ont été développés pour différents médicaments. lls permettent une adaptation

posologique simple et ne nécessitent généralement qu’un seul dosage. Par exemple, la Figure 11
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représente un nomogramme utilisé a I'Hopital d’Hartford aux USA (19). La concentration sérique en
aminosides est mesurée 6 a 14 h apres I'administration. Si I'intersection heure — concentration se situe

dans l'aire g24h, I'antibiotique est a administrer toutes les 24 h, etc.

14 4 - 42
- 36
- 30
- 24

- 18

Concentration (mg/L)

- 12

2 I I I I I
6 7 8 9 10 11 12 13 14

Time between start of infusion and sample draw (h)

6

I I

Figure 11 : Nomogramme utilisé pour définir I'intervalle de temps entre deux administrations de gentamycine

ou de tobramycine a la dose de 7 mg/kg (axe de gauche) ou d’amikacine a la dose de 21 mg/kg (axe de droite)
(d’apres Nicolau et al., AAC, 1995 (19))

De méme que pour les algorithmes, les nomogrammes ont I'avantage d’étre tres simples a utiliser et ne

nécessitent pas de calculer les parametres pharmacocinétiques.

(2) Approches mathématiques

(a) Ajustement linéaire

Parmi les approches mathématiques, la plus simple est I'ajustement linéaire ou «regle de trois »

(Equation 18).

Dose precedente X Concentration cipiee

Equation 18 : Dose gyivante = ConCentration mocures
e
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Cette méthode peut théoriquement s’appliquer a tous les médicaments ayant une pharmacocinétique

linéaire a condition que :

- Ladose et I'intervalle soient constants
- L’état d’équilibre soit atteint

- La concentration cible est corrélé a I'efficacité et/ou la toxicité du traitement

Si ces conditions sont réunies, I'ajustement linéaire peut étre réalisé sur la base d’un seul dosage.

Toutefois, seule la dose pourra étre adaptée et non l'intervalle de prise.

(b) Régression multilinéaire
Cette méthode mathématique permet d’évaluer une variable d’exposition (en général, I’AUC) en utilisant
tres peu d’échantillons sanguins collectés a des temps particuliers. L'exposition est souvent décrite
comme une fonction linéaire des concentrations mesurées a des temps particuliers sous la forme de
I’Equation 19 avec Ag, A1 A, etc. des valeurs constantes et Cu, Crp, etc. les concentrations obtenues aux

temps t1, t2, etc. (3).

Equation 19: AUC = AO + Al X Ctl + AZ X CtZ + etc.

Son application en routine est toutefois difficile car elle nécessite des temps stricts de prélevements.

(3) Approches bayésiennes

Les approches bayésiennes nécessitent d’avoir a disposition, pour la population concernée :

- Un modele de pharmacocinétique de population validé pour la population concernée
- Quelques concentrations plasmatiques chez le patient

- Parfois, certains parameétres individuels (covariables)

Ces différents éléments vont permettre au pharmacologue de reconstruire le profil individuel du patient

en se basant sur I’estimation d’une combinaison de paramétres pharmacocinétiques les plus probables.
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Le théoréme de Bayes appliqué a la pharmacocinétique est décrit par I'Equation 20. Pour chaque

parametre (Vd, CL, etc.) le maximum de vraisemblance du parameétre individuel va étre calculé.

P (0)x P (concentration/8)
P (concentration)

Equation 20 : P (6/concentration) =

Avec :

- B :vecteur de parametres d’effet fixe

- P (8 / concentration) : la probabilité conditionnelle d’obtenir © sachant la concentration mesurée

- P (0): la probabilité d’obtenir ce paramétre PK (nécessite de connaitre la distribution des parametres
dans la population dont est issu le patient)

- P (concentration / 0) : la probabilité de mesurer cette concentration sachant que la distribution du
parameétre dans la population est connue

- P (concentration) : la probabilité d’obtenir cette concentration

La Figure 12 illustre par un exemple la détermination de I'estimation bayésienne des parametres PK d’un
patient dans le cas d’un modéle a trois paramétres incluant une constante d’absorption (ka, Vd et CL). Un
prélevement est réalisé a t = 5h. Une infinité de courbes, correspondant a une infinité de combinaisons de
parametres PK possibles passent par ce point. Dans la Figure 12 trois exemples de jeux de parameétres (ka,
CL, Vd) pour lesquels le profil PK passe par la concentration mesurée sont représentés par trois couleurs :

le bleu (cas n°1), le rouge (cas n°2) et le vert (cas n°3).

Toutes les combinaisons de parameétres ne sont pas équiprobables. Lors de I'analyse bayésienne, le
logiciel de modélisation utilisé ne retient que la combinaison pour laquelle la vraisemblance est la plus

élevée. Dans le cas de cet exemple, il s’agit du cas n°2.
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Figure 12 : lllustration de la détermination de I'estimation bayésienne des paramétres PK d’un patient donné
en fonction de la valeur de la mesure d’une concentration. Les courbes situées sur la droite correspondent a

des fonctions de densités de probabilité pour chacun des parametres PK

L’avantage de I'analyse bayésienne, en comparaison avec les autres méthodes citées précédemment, est
la flexibilité dans les temps de préléevements que cette méthode apporte, en adéquation avec le

quotidien des services cliniques.
Cette méthode posséde toutefois certaines limites :

- Les indices d’exposition classique (Cmax ou Cmin) ne sont pas toujours les valeurs les plus

appropriées pour la détermination des parameétres PK (nécessité de modifier les habitudes
cliniques)

- En cas de modéles PK complexes, plusieurs prélévements seront nécessaires
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CHAPITRE 11

LA COLISTINE
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I. Généralités sur la colistine

1. Un « antibiotique critique »

La colistine est un antibiotique de la famille des polymyxines du groupe E utilisé en dernier recours
contre les infections a bacilles gram négatifs multirésistants (20). L'autorisation de mise sur le marché
(AMM) date de 1958 mais cette molécule a été rapidement délaissée au profit des aminoglycosides du
fait de sa toxicité rénale et neurologique. La non-utilisation de la colistine en médecine humaine durant
plusieurs années a protégé cet antibiotique contre I'émergence des bactéries multirésistantes. Toutefois,
en contrepartie, le dossier d’AMM ne comporte que trés peu d’informations sur sa pharmacocinétique
face au regain d’intérét de la molécule. En 2013, la colistine est classée comme « antibiotique critique »
et « de dernier recours » vis-a-vis des bactéries a Gram négatif par I’ANSM et sa prescription a du deés

lors étre étroitement controlée (21).

La colistine est administrée par voie parentérale ou nébulisée sous la forme de sa prodrogue inactive et

moins toxique, le colistimethate sodique ou methanesulfonate de colistine (CMS) (22).
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2. Notions d'unités

Lors de la premiére Conférence Internationale sur les Polymyxines qui a eu lieu a Prato en Italie en 2013, il
a été statué que les doses de colistine devaient étre exprimées en millions d’unités internationales (MUI)
ou en mg de « colistin based activity » (mg CBA) afin d’éviter les erreurs médicales (23). En Europe, les
doses sont majoritairement exprimées en MUI, tandis qu’en Amérique du Nord, en Asie du Sud-Est et en
Australie, les doses sont préférentiellement exprimées en mg CBA. Pour convertir ces différentes unités, il

est nécessaire de savoir qu’l MUI correspond a environ 30 mg CBA et 80 mg de sulfate de CMS (24).

3. Structure chimique

La colistine est un décapeptide amphiphile, commercialisé sous la forme de sulfate de colistine (Figure
13). Il s’agit d’'un mélange complexe d’environ 30 composés dont les principaux sont la colistine A
(polymyxine E1) et la colistine B (polymyxine E2), la proportion de chacun pouvant varier en fonction des
lots mis sur le marché (25). La colistine A et la colistine B sont de grosses molécules possédant un poids
moléculaire respectif de 1169 g/mol et 1155 g/mol. Elles sont composées d’un cycle heptapeptidique
hydrophile, d’une chaine tripeptidique ainsi que d’une chaine acyl hydrophobe, plus courte d’un carbone
pour la colistine B par rapport a la colistine A (26). Le CMS differe de la colistine par la présence de

groupes sulfométhyles additionnels sur chacun des cinqg résidus d’acide diaminobutyrique (Dab).

In vivo, le CMS est hydrolysé et forme un mélange de composés intermédiaires sulfométhylés pouvant
éventuellement aboutir a la formation de colistine (27). Les poids moléculaires du CMS A et du CMS B
sont supérieurs a ceux de la colistine (1635 et 1621 g/mol, respectivement) en raison de la présence des

cing groupements sulfométhylés.
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Figure 13 : Structure chimique du CMS et de la colistine. Les groupements sulfométhylés du CMS sont entourés
de cercles gris. Fatty acyl : 6-methyloctanyl pour la colistine A et 6 méthylheptanyl pour la colistine B ; Dab,
acide diaminobutyrique ; Leu, leucine ; Thr, thréonine.

Il a été décrit que le CMS et la colistine s’agrégeaient sous forme de micelles lorsqu’ils sont a fortes
concentrations dans des solutions aqueuses; leur concentration micellaire critique (CMC) est
respectivement de 3.5 mmol/L (5,7 g/L) et 1.5 mmol/L (1.8 g/L) (28). Il a également été démontré que la
transformation du CMS en colistine était beaucoup plus rapide lorsque la concentration en CMS était
inférieure a la CMC (60% en 48h) que lorsqu’elle était supérieure a cette derniere (1 % en 48h) (28). Si la
conversion in vivo du CMS en colistine est essentielle pour assurer une activité antibactérienne, la
question de la stabilité du CMS a faibles concentrations dans les solutions aqueuses est particulierement
importante dans les formulations pharmaceutiques, en particulier du fait que la colistine est beaucoup

plus toxique que le CMS (29).

Pharmacocinétique et Suivi Thérapeutique Pharmacologique de la Colistine 46



4. Bioanalyse

a) Les dosages microbiologiques sont a proscrire

Il est essentiel que la méthode de dosage utilisée soit capable de différencier le CMS et la colistine. Les
études de pharmacocinétiques publiées il y a plusieurs décennies (avant le début des années 2000) se
sont révélées inexploitables car la méthode de dosage utilisée, par microbiologie, ne permettait pas de
faire la distinction entre les différents composants des polymyxines, mais également entre les différentes
formes (CMS et colistine), la prodrogue se transformant in vitro en métabolite actif (20). Dorénavant, les
méthodes de dosage sont basées sur une technique séparative, de type chromatographie liquide,

couplée a un détecteur de type fluorimétre ou masse (30-33).

b) Les difficultés analytiques rencontrées

L'une des principales difficultés analytiques repose sur le contrdle de la conversion in vitro du CMS en
colistine. En effet, des études de stabilité réalisées sur du plasma humain témoin surchargé en CMS et
conservé a température ambiante montre une dégradation de 2 a 3 % de la molécule aprés 1 h et de 14
% aprés 4 h (30). Ce pourcentage monte a 80 % lorsque le plasma surchargé est laissé 24 h a 37 °C (34)

(Figure 14). Par ailleurs, aucune dégradation du CMS n’a été constatée sur les plasmas extraits (30).
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Figure 14 : Niveaux de colistine mesurés en fonction du temps dans du plasma surchargé en CMS et conservé a
37°C, exprimé en % de CMS sur une base molaire (d’apres Li et al, 2003, AAC (34))

Analytiquement, la conséquence de cette dégradation conduit a une surestimation des concentrations de
colistine et une sous-estimation des concentrations de CMS. Les conséquences sont particulierement
visibles sur les points précoces aprés I'administration du CMS, la demi-vie de la prodrogue étant plus

courte que celle de la molécule active (35).

La Figure 15 illustre par un exemple ce phénoméne. Les concentrations en CMS et colistine apres
administration de 3 MUI de CMS trois fois par jour sont représentées. Au temps t = 1 h, la concentration
de CMS est de 16 pug/mL et la concentration de colistine de 1.5 pg/mL. Une dégradation de 10% du CMS
revient donc a estimer la concentration de CMS a 14.4 ug/mL et celle de colistine a 2.6 pg/mL (soit une
surestimation de prés de 80 %), en prenant en compte les poids moléculaires du CMS et de la colistine et
en considérant une préparation contenant 50 % de CMS A et 50 % de CMS B. La méme dégradation
réalisée sur le prélevement du temps t = 6 h, conduirait quant a elle a une surestimation de seulement 3

% de la concentration en colistine.
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Afin de maitriser ce phénomene, il est essentiel que la phase de pré-traitement des échantillons soit la

plus courte possible.

Concentrations(g/mL)
Concentrations(g/mL)

Temps (heures) Temps (heures)

t=1h t=6h

Figure 15 : a) Concentrations en CMS (courbe bleue) et colistine (courbe verte) aprés administration de 3 MUI x
3 / jour chez un patient de réanimation de 70 kg avec une Clcreat = 120 mL/min. b) Conséquences d’une
dégradation du CMS de 10% sur les concentrations en colistine selon I’heure du préléevement apres l'injection
(la courbe initiale est représentée en pointillée et la courbe erronée en trait plein).

Une autre difficulté analytique réside dans la capacité de la colistine a se fixer aux parois des tubes de
laboratoires utilisés pour le pré-traitement des échantillons (30, 31, 36). Ce phénomene est lié a la nature
amphiphile de la colistine, qui contient a la fois des composés polycationiques hydrophiles et
hydrophobes (37, 38). Karvanen et al. (36) ont évalué |'adsorption de la colistine aux parois sur différents
types de tubes (polypropyléne, polystyréne et verre) et a diverses concentrations a partir d’échantillons
préparés dans de I'eau stérile. Les résultats, présentés dans la Figure 16, suggerent 'utilisation de tubes
en polypropylene « low-binding protein » lors des expérimentations. Il a toutefois été démontré que la
colistine se fixait préférentiellement aux protéines plasmatiques plutét qu’aux parois des tubes (31).

Ainsi, pour s’affranchir de ce phénomene d’adsorption lors du dosage de la colistine dans des matrices
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biologiques diverses (comme l'urine ou le liquide céphalo-rachidien (LCR)), il est possible d’ajouter au

préalable du plasma dans les échantillons, avant de démarrer la phase de pré-traitement (30, 31, 39).
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Figure 16: Evaluation de la perte de colistine dans différents types de tubes en fonction du temps.
LB low protein binding polypropylene ; PP polypropylene; PS polystyrene ; MP micro-puits en polystyrene
(d’apres Karvanen et al., AAC, 2017 (36))

C) Principe du dosage

Dans la plupart des méthodes publiées, I’étalon interne utilisé est la polymyxine B, dont la structure

chimique est trés proche de celle de la colistine (polymyxine E) (30-33).

La préparation des échantillons peut reposer sur une simple précipitation des protéines en utilisant un
solvant contenant de I'acide trichloracétique ou trifluoroacétique (31), pouvant étre suivie d’une étape de
concentration des échantillons (40). Une extraction de la colistine sur phase solide (SPE) suivie ou non
d’une étape de concentration des échantillons est également décrite (30, 32, 33). Aprés séparation des
composés par chromatographie liquide, la détection est réalisée par un détecteur de type masse (30-32,
40) ou par fluorescence (33). Les limites de quantifications rapportées dans le plasma sont dix fois
inférieures avec un détecteur de type masse (0.03-0.04 mg/L) (30, 31) que lors de l'utilisation de la

fluorescence (0.1-0.3 mg/L) (33).
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Les concentrations en colistine sont généralement estimées en additionnant les aires des pics de colistine

A et de colistine B (Figure 17).
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Figure 17 : Exemple de chromatogramme obtenu lors du dosage de la colistine par chromatographie liquide
couplée par un spectromeétre de masse en tandem (LC-MS/MS) (d’aprés Gobin et al., AAC, 2010 (30))

d) Cas particulier du CMS

La quantification du CMS requiere un traitement d’échantillon particulier et repose sur un dosage par
soustraction (30). Dans une premiéere étape, la colistine est estimée dans I'échantillon a doser. Ensuite, la
capacité du CMS a s’hydrolyser en colistine in vitro est utilisée et renforcée par I'ajout d’acide sulfurique.
Cet échantillon ne contenant que de la colistine est ensuite dosé et la quantité de CMS est déterminée en
soustrayant la concentration de colistine mesurée avant hydrolyse a celle mesurée aprées hydrolyse, en

tenant compte des poids moléculaires du CMS et de la colistine.
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II. Notions de Pharmacocinétique de la
colistine

1. Etudes chez le volontaire sain

La pharmacocinétique du CMS et de la colistine a été étudiée chez le volontaire sain apres administration
d’une dose unique de 1 MUI en une perfusion d’'une heure (35). La concentration maximale (Cmax) en
CMS mesurée a la fin de la perfusion était en moyenne de 4.8 mg/L puis la pro-drogue était éliminée trés
rapidement selon un modele bi-exponentiel avec une demi-vie de distribution égale a 0.5 h et une demi-

vie d’élimination égale a 2.0 h (Figure 18).

Le temps nécessaire pour atteindre la concentration maximale (Tmax) de colistine était en moyenne de 2
h aprés le début de la perfusion (soit 1 h apres la fin de la perfusion) et la Cmax moyenne était de 0.83
mg/L. La colistine était ensuite éliminée selon un modéle mono-exponentiel avec une demi-vie

d’élimination égale a 3.0 h.

Comme la demi-vie d’élimination de la colistine est plus élevée que celle du CMS, la vitesse d’élimination

du métabolite actif n’est pas conditionnée par la vitesse de sa formation.
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Figure 18 : Moyenne (* écart-type) des concentrations plasmatiques en CMS (cercles vides) et colistine (cercles
pleins) chez 12 volontaires sains aprés administration de 1 MUl de CMS au cours d’une perfusion d’1 h. (d’apres
Couet et al., AAC, 2011 (35))

2. Clairance et métabolisme

Chez le volontaire sain, environ 2/3 de la dose de CMS administrée (fraction fe) est directement excrétée
par voie urinaire (Figure 19) (35). La clairance rénale du CMS chez le volontaire sain est d’environ 100
mL/min, ce qui est proche du débit de filtration glomérulaire (DFG, égal a environ 120 mL/min) (35).
Toutefois, comme la fraction libre (f,) du CMS est inconnue, la réabsorption tubulaire et la sécrétion du

CMS ne peuvent pas étre déterminées.

La clairance non-rénale de CMS est quant a elle égale a environ 50 mL/min chez le volontaire sain (35).
L'une des voies d’élimination du CMS consiste en la formation de colistine, par hydrolyse de ses cing
groupements sulfométhylés fixés sur les résidus Dab (Figure 13). Cette hydrolyse conduit a la formation
d’une série de différents dérivés sulfométhylés (2° = 32 dérivés différents possibles) et, au final, a la
colistine (Figure 19). D’autres voies d’élimination, impliquant notamment I’hydrolyse des liaisons

peptidiques du CMS sont possibles mais n’ont pas encore étaient évaluées.

Pharmacocinétique et Suivi Thérapeutique Pharmacologique de la Colistine 53



La fraction fm représente la fraction de la dose de CMS non excrétée directement par voie urinaire et se
transformant en colistine (Figure 19). Ainsi, il est possible d’introduire la fraction fm,col correspondant a

la fraction de la dose de CMS se convertissant en colistine (Equation 21) (41, 42).

- CL
Equation 21 : fm,col = fmx(1—fe) = fmx NR,CMS
CLnrcmst CLrcMms

Avec :

fe : fraction du CMS excrétée dans les urines sous forme inchangée
- Clngrcwms: la clairance on rénale de CMS

- Clgrewms: la clairance rénale de CMS

Bien qu’il soit fort probable que la fraction fm comme définie ci-dessus soit < 1, certains auteurs ont fait
I’hypotheése que la fraction de la dose de CMS non excrétée sous forme inchangée dans les urines (1-fe) se

convertissait entierement en colistine (fm = 1 et fm,col = (1-fe)) (20, 35, 43) .

Renal clearance Urine
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CMS Renal clearance e
Non-renal clearance :
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Figure 19 : Représentation schématique des voies d’élimination du CMS et de la colistine. L’épaisseur et la
couleur des fleéches indique I'importance relative de chaque voie d’élimination lorsque la fonction rénale est
normale (d’aprés Couet et al, Clin Microbiol Infect, 2012 (44))
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Par définition, a I'équilibre, la vitesse de formation de la colistine est égale a la vitesse d’élimination

commme suit :

Dose

Equation 22 : fm, col x = CLcops x Css,avg

Avec :

- fm,col correspondant a la fraction de la dose de CMS convertie en colistine
- Dose/taladose d’entretien du CMS, exprimée en mg de colistine

- 1, lintervalle entre deux injections

- Clcou, la clairance de la colistine

- Cssavg la concentration moyenne en colistine a I'équilibre

L’Equation 22 peut étre réorganisée afin d’obtenir I'Equation 23 qui permet de prédire la Csap de la
colistine (44).

CLNR,CMS Dose

Equation 23: C = fmx X -
ssavg = f CLyrcms + CLrems 7 x CLcoli

La Cssavg de la colistine est ainsi caractérisée par trois parameétres reflétant la formation (la clairance
rénale de CMS, Clgrcus etla clairance non rénale de CMS, CLngcms), ainsi que par un troisieme parameétre
caractérisant I'élimination (clairance de la colistine, CLcoli). Les volumes de distribution du CMS (Vcvs) et

de la colistine (Vcou) n'impactent pas la Css avg.

Toujours chez le volontaire sain, la clairance rénale de la colistine décrite est tres faible (1.9 mL/min), en
lien avec une réabsorption tubulaire massive (35). La réabsorption rénale de la colistine est sensible au
pH des urines et pourrait impliquer des récepteurs cationiques (OCTN1), des transporteurs peptidiques
(PEPT2) ainsi que la mégaline, qui est un récepteur de lipoprotéine a faible densité (45-47). Toutefois,

méme si I'excrétion rénale de la colistine est faible, de fortes concentrations de colistine peuvent étre
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retrouvées dans les urines aprés administration de CMS, a cause de I'hydrolyse post-excrétion du CMS en

colistine dans le systéme urinaire.

Le mécanisme d’élimination de la colistine n’est pas élucidé. L’hypothese la plus probable, considérant la
structure peptidique de la molécule, consiste a penser que la colistine devrait étre éliminée par hydrolyse,

mais les enzymes impliquées ainsi que leur localisation sont toujours inconnues (48).

3. Distribution apres administration systémique

A cause de leur poids moléculaire élevé et de leurs charges électriques (polyanioniques pour le CMS et
polycationiques pour la colistine), CMS et colistine ne traversent que faiblement les membranes
cellulaires au pH physiologique. Les volumes de distribution du CMS et de la colistine, respectivement
égaux a 14.0 L et 12.4 L chez le volontaire sain, sont effectivement concordants avec une distribution

restreinte a 'espace extra-cellulaire (35).

a) Fixation aux protéines plasmatiques

La colistine se fixe préférentiellement a I'al-glycoprotéine (AGP), mais il a été démontré que son affinité
pour le LPS était supérieure a celle pour I’AGP (49). La fixation aux protéines plasmatiques peut étre
déterminée par ultrafiltration ou par dialyse a I'équilibre (50). Toutefois, la fixation intense et non
spécifique de la colistine aux membranes des différents outils de laboratoire nécessite I'utilisation de

cellules et membranes de dialyse spécifiques (36, 51).

Une fixation aux protéines plasmatiques d’environ 59 a 74 % a été décrite dans une étude réalisée in

vitro a partir de plasma de volontaires sains, a 37°C, et pour un intervalle de concentration compris entre
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0.01 et 15 mg/L (52). Cette étude montre que la fraction liée de colistine B est constante (57% en
moyenne) tandis que la fraction liée de colistine A diminue avec la concentration en molécule (environ
84% a 0.1 mg/L et 69% a 10 mg/L). A noter que malgré les différences de fixation protéique entre colistine

A et B, aucune différence d’efficacité entre ces deux composés n’a été décrite.

Les concentrations en AGP peuvent étre variables, en particulier en fonction de la pathologie et du type
d’infection bactérienne (53). Ainsi, la fixation protéique est probablement plus importante chez le patient
de réanimation que chez le volontaire sain, méme si cela n’a été décrit que sur des modeles murins (49) et

gu’aucune différence majeure n’a pour I’heure était démontrée chez 'Homme (52).

b) Distribution pulmonaire

Les concentrations en CMS et colistine mesurées dans le liquide épithélial (ELF) sont généralement
déterminées a partir des concentrations mesurées dans des liquides de lavage broncho-alvéolaires (LBA)
aprés application d’un facteur correctif. Le facteur de dilution devant étre appliqué aprés I'injection du
liguide de LBA est estimé en se basant sur I’hypothése que les concentrations en urée sont identiques
dans le plasma et dans I'ELF (39). La détermination des concentrations en colistine dans le LBA doit tenir
compte du fait que la colistine peut fortement s’adsorber aux parois du matériel de prélevement (jusqu’a

80% pour des concentrations en colistine < 1 mg/L (54)).

(1) Apres administration par voie IV

Apreés I'administration répétée de 2 MUI de CMS toutes les 8 h chez des patients de réanimation, Imberti
et al. (55) n’ont pas pu détecter la colistine dans les prélevements de LBA (limites de quantification = 0.1
mg/L). Toutefois, aprés I'administration de cette méme dose chez la méme population, Boisson et al. (56)

ont estimé des concentrations de colistine dans I'ELF trés variables, allant de 0.1 a 29 mg/L.
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Aucun transporteur actif n’a été identifié a ce jour pour décrire le passage de la colistine a travers la
barriere pulmonaire, méme si OCTN1 et PEPT2, qui sont impliqués dans la réabsorption tubulaire de la

colistine, sont également présents au niveau pulmonaire (57).

(2) Apresinhalation

Les aérosols de colistine, administrée sous forme de CMS, sont utilisés dans le traitement des
pneumonies nosocomiales a bacilles gram négatifs multi-résistants (56, 58-62). Aprés administration
pulmonaire de CMS, les concentrations en colistine mesurées dans le plasma peuvent résulter de
I"absorption du CMS suivie d’une conversion systémique en colistine ou bien d’une conversion pré-
systémique du CMS en colistine suivie de son absorption (Figure 20) (39). Toutefois, aprés administration
de CMS par voie nébulisée chez des patients de réanimation ou des patients atteints de mucoviscidose,
les concentrations plasmatiques en colistine détectées étaient inférieures a la limite de quantification (63)

ou tres faibles (< 0.73 mg/L) (56, 64).

Nebulized dose

P fm, lung .y

CMS — — — colistin
| Lung
I

Fems , choli Blood
CMS colistin
fm, syst

Figure 20 : Représentation schématique du devenir du CMS apres nébulisation intratrachéale. Une fraction de
la dose de CMS est directement absorbée (Fcus) puis partiellement convertie en colistine dans la circulation
systémique (fmsyst). Une autre fraction de la dose de CMS est directement convertie en colistine dans le
poumon (fm,ung) puis partiellement absorbée dans la circulation systémique (Fcoii) (d’aprés Marchand et al., AAC,
2010 (39))

Chez le patient de réanimation, aprés administration de CMS par voie nébulisée, seul 9 % de la dose

initiale atteint la circulation systémique : 1.4 % sous la forme de colistine convertie en pré-systémique
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(Feoii) et 7,6% sous la forme de CMS (Fcus) (56). De plus, les concentrations en colistine dans I’ELF sont
beaucoup plus élevées que celles mesurées dans le plasma (de 5 a 1000 fois plus élevées) bien que les

variations observées soient considérables (54, 56).

c) Distribution dans le Systéeme Nerveux Central

(1) Apres administration par voie IV

Le passage du CMS et de la colistine a travers la barriere hémato-encéphalique (BHE) est limité. La
pénétration de la colistine dans le liquide céphalo-rachidien (LCR) aprés administration de doses
répétées de CMS par voie IV a été décrit comme étant tres faible chez le patient de réanimation (5%)
(65). Toutefois, en cas d’inflammation des méninges, la pénétration de la colistine est augmentée (11%)

(66).

En pédiatrie, le ratio des concentrations en colistine dans le LCR par rapport au plasma a été décrit
comme variant de 34 a 67 % dans les cas de méningite tandis qu’il était minime en I'absence
d’inflammation des méninges (67). A I’'heure actuelle, aucun transporteur impliqué dans le passage du

CMS et de la colistine a travers la BHE n’a été identifié.

(2) Apres administration par voie intrathécale ou intraventriculaire

Les concentrations en colistine dans le LCR sont nettement supérieures chez les patients ayant regu une
administration intrathécale ou intraventriculaire de CMS que chez ceux ayant recu une administration
systémique de la prodrogue. Imberti et al. (68) ont rapporté des concentrations en colistine dans le LCR
supérieures a 2 mg/L aprés administration de CMS par voie intraventriculaire de doses supérieures a
60.000 Ul toutes les 24h. Ziaka et al. (66) ont quant a eux rapporté des concentrations en colistine dans le
LCR comprises entre 0,6 et 1,5 mg/L chez des patients ayant recu une combinaison de CMS par voie IV a la
dose de 3 MUI toutes les 8h en plus d’une administration intraventriculaire de CMS égale a 125.000 Ul

toutes les 24h.
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d) Distribution dans le liquide péritonéal

Un cas clinique rapporte des concentrations en colistine dans le péritoine chez un patient de réanimation
ayant recu des administrations intraveineuses multiples de CMS a la dose de 2 MUI toutes les 8h pour le
traitement d’une péritonite sévere. Les résultats montrent que la colistine se distribue lentement dans le
liquide péritonéal avant d’atteindre des concentrations équivalentes aux concentrations plasmatiques a

I’équilibre (Figure 21) (69)
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Figure 21 : Concentrations en colistine dans le plasma (cercles noirs) et le péritoine (cercles blancs) mesurées
chez un patient présentant une péritonite apres une dose de charge de 8 MUI de CMS (a) et a I’équilibre apres
administration de 2 MUI toutes les 8 h (b) (d’aprés Mimoz et al., AAC, 2012).
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III. Notions de pharmacodynamie de la
colistine

1. Meécanisme d’action

La colistine possede une activité bactéricide sur la majorité des Bacilles Gram Négatifs (BGN). Les
peptides cationiques comme les polymyxines sont connues pour agir sur les membranes cytoplasmiques
des bactéries. En effet, le lipopolysaccharide (LPS) présent a la surface de la membrane externe des BGN
empéche la pénétration des antibiotiques hydrophobes et/ou de poids moléculaire trop élevé (70).
Toutefois, grace a leur anneau polycationique, les polymyxines interagissent avec la partie anionique des
LPS, et déplacent ainsi de fagon compétitive les ions Ca?* et le Mg?*issus des groupements phosphate des
LPS (37, 71) (Figure 22). Cette interaction entraine une augmentation de la perméabilité membranaire
conduisant au relargage du contenu cellulaire et a la mort bactérienne (70, 72). Le CMS, qui différe de la
colistine par la présence de 5 groupements sulfométhylés masquant les amines responsables de la charge

positive de la colistine, ne posséde qu’une trés faible activité antibactérienne.

Les endotoxines des BGN sont constituées d’une portion du LPS, le lipide A, qui peut étre relargué par la
bactérie au cours d’un traitement par anti-infectieux et qui peut étre responsable d’un choc endotoxique
(73). La colistine neutraliserait également les LPS circulants au niveau plasmatique, limitant ainsi le

pouvoir endotoxinique de certains BGN (73-75).
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Figure 22 : Mécanisme d’action de la colistine sur la membrane bactérienne (d’apres Martis et al., J infect, 2014
(75))

2. Détermination de la Concentration Minimale
Inhibitrice

Pour I'European Committee on Antimicrobial Susceptibility and Resistance (EUCAST) et le Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI), la méthode de référence pour déterminer la Concentration
Minimale Inhibitrice (CMI) des bactéries sensibles a la colistine est la technique de microdilution (76, 77).
La méthode de diffusion en milieu solide doit étre évitée car la colistine diffuse trés mal dans I’agar (78).
De plus, la méthode E-test doit étre utilisée avec précaution, 50% des résultats obtenus avec cette
méthode ayant été rapportés comme de faux résultats en comparaison a la méthode de référence par

microdilution (79, 80).
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3. Activité antibactérienne

La colistine posséde un spectre d’activité étroit, limité a certains BGN (Tableau 2). Elle est principalement
active sur certaines Entérobactéries, Acinetobacter spp. et Pseudomonas aeruginosa (81). Les bactéries
a Gram positif, les cocci a Gram négatif, la majorité des bactéries anaérobies, les champignons et les

parasites sont naturellement résistants a la colistine (82).

Tableau 2: Spectre d’activité de la colistine parmi les bacilles a Gram négatif (d’aprés Frasca et al.,
Réanimation, 2008 (83))

Entérobactéries Pseudomonas Autres Bacilles a Anaérobies

Gram négatif

Espéces sensibles E. coli P. aeruginosa Acinetobacter B. melaninoginecus
Citrobacter P. fluorescens S. maltophilia B. oralis
Klebsiella P. putida Moraxella
Enterobacter P. maltophilia H. influenzae
Morganella Bordetella
Salmonella Pasteurella
Shigella L. pneumophila
Espéces résistantes Proteus P. pseudomallei V. cholerae B. fragilis
Providencia P. cepacia V. el tor
Serratia P. picketti
Brucella
Nocardia
Campylobacter

Pour I'EUCAST, la valeur seuil de sensibilité a la colistine est de 2 mg/L pour Pseudomonas aeruginosa,

Acinetobacter spp. et les Entérobactéries (84).
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4. Résistances

L'utilisation croissante de la colistine depuis le début des années 2000 a conduit a I’émergence croissante
de résistances a travers le monde (70). Ces résistances ont notamment été décrites chez des especes

d’Acinetobacter baumanii, Klebsiella pneumoniae et Pseudomonas aeruginosa (70, 85).

Les mécanismes de résistance des BGN a la colistine les mieux décrits sont liés a des modifications du
LPS (70). Ainsi, la modification de la composition du lipide A par 'amino-arabose est responsable d’une
perte de charges négatives, induisant une diminution de I'affinité du LPS pour les polymyxines (86). Un
deuxiéme mécanisme concerne la réduction du nombre de LPS membranaires méme si ce mécanisme est

également médié par une modification de la composition du lipide A (87).

L’activation de pompes d’efflux, également décrite pour d’autres antibiotiques cationiques comme les

aminosides (88) a également été identifié chez Pseudomonas aeruginosa pour la colistine (89).

L’hétérorésistance correspond a une résistance manifestée par une sous-population de germes
résistants au sein d’une population bactérienne considérée comme étant sensible a |’antibiotique (90).
Ce type de résistance a été observé a I'encontre de la colistine pour la premiére fois en 2006 chez
Acinetobacter baumanii (91). Ce phénomeéne a ensuite été décrit pour d’autres especes de BGN et semble
fréquent parmi les souches sensibles a la colistine (92). La présence potentielle d’'une sous-population
résistante a la colistine avant tout traitement et I'observation d’une croissance rapide de cette sous-
population en monothérapie incitent a la prudence et a l'utilisation de la colistine en association avec un

autre antibiotique.

Récemment, il a également été mis en évidence I’émergence d’un mécanisme de résistance a la colistine
médié par un plasmide (mcr-1) chez une souche d’Escherichia coli chez I'animal et chez ’humain (93).
Depuis, de nombreuses publications ont fait part de la présence de mcr-1 dans d’autres pays (94). Malgré

un niveau de résistance relativement faible (CMI décrites autour de 4 a 8 mg/L), ce mécanisme de
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résistance inquiete du fait de son risque de propagation aux bactéries de la flore intestinale des animaux

et des humains (95).

5. C(Cibles Pharmacocinétique-Pharmacodynamique

a) Données in-vitro

Les études de Pharmacocinétique-Pharmacodynamie (PKPD) de la colistine sont principalement réalisées

in vitro et se focalisent sur trois germes en particulier : P. aeruginosa, A. baumannii et K. pneumoniae.

La détermination de I'index PKPD prédisant le mieux I'efficacité de la colistine sur P. aeruginosa a été
réalisé en utilisant un modele pharmacocinétique dynamique in vitro. 1l a été démontré que le ratio
fFAUC/CMI (correspondant au ratio de I'aire sous la courbe des concentrations de la fraction non liée de la
colistine sur la CMI) était le plus fortement associé a la lyse des P. aeruginosa avec des valeurs cibles
correspondant a une diminution de 2 logigde la population bactérienne en 24h entre 27,2 et 41,7 selon la
référence de la souche (ATCC27853 et PAO1) (96). Lors de la réalisation de cinétiques bactériennes en
présence de concentrations constantes en colistine, il a été démontré que la colistine était bactéricide sur
21 souches de P. aeruginosa lorsque les concentrations étaient strictement supérieures a 0,5 x CMI, avec
une mort bactérienne complete 4 h aprés l'initiation du traitement. A des concentrations égales a 0,5 x
CMI, une légére décroissance bactérienne est initialement observée, suivie d’une repousse bactérienne

24 h plus tard (Figure 23) (97).
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Figure 23 : Profils typiques observés lors d’une expérience de cinétique de P. aeruginosa sauvage (ATCC27853)
en présence de différentes concentrations en colistine (CMI = 1 mg/mL) (d’aprés Mohamed et al., JAC, 2014

(98))

Des courbes de bactéricidie ont également été réalisées sur la souche de référence d’Acinetobacter
baumannii ATCC 19606 et 16 autres souches isolées cliniquement. Les résultats sont similaires a ceux
observés avec P. aeruginosa: de faibles concentrations en colistine produisent une décroissance
bactérienne initiale suivie d’une repousse bactérienne dans les 24h (91). Concernant K. pneumoniae, les
cinétiques bactériennes ont montré une repousse bactérienne aprés une décroissance initiale rapide des

bactéries malgré I'utilisation de fortes concentrations en colistine (comme 64 x CMI) (99).

Des profils d’analyses de population (PAPs) peuvent étre réalisés pour expliquer ce phénomene
d’hétérorésistance, caractérisé par la présence de différentes sous-populations bactériennes présentant
des sensibilités différentes a la colistine. Cette « hétérorésistance » a en particulier été observée sur des

souches classées « sensibles a la colistine » en raison de la valeur de leur CMI (91).
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Un modeéle de pharmacocinétique dynamique in vitro a été réalisé pour comparer |'efficacité de différents
schémas posologiques de colistine envers deux souches de P. aeruginosa avec des intervalles de doses de
8, 12 ou 24 h (92). Aucune différence n’a été observée quant a la mort bactérienne : cette derniére était
plus importante apres la premiére dose qu’apres les suivantes, notamment pour la souche ATCC 27853 et
ce, quel que soit le schéma posologique. Toutefois, les PAPs ont montré que I'administration de colistine

toutes les 8 h minimisait I'émergence de résistances (92).

b) Données in vivo

Seules quelques études de pharmacodynamie de la colistine ont été réalisées in vivo. Ces études se
focalisent sur la recherche du meilleur indice PKPD et de ses valeurs cibles. Comme pour les études in
vitro, il a été démontré que le ratio fAUC/CMI était le mieux corrélé a la décroissance bactérienne (50,
100, 101). Dans le modele d’infection de la cuisse réalisé chez des souris par Cheah et al. (50), la valeur
cible pour le ratio fAUC/CMI afin d’obtenir une décroissance bactérienne de 2 logio CFU/mL (colonies
formant unité par mL) était d’environ 12 pour différentes souches de P. aeruginosa et A. baumannii. Dans
le modeéle d’infection pulmonaire, ce ratio était plus élevé, compris entre 36 et 105 pour une décroissance
bactérienne de 2 logio CFU /mL (50). L'AUC est communément exprimée comme la concentration
moyenne a I'équilibre (Css,avg = AUC divisée par 24 h). Ainsi, un ratio fAUC/CMI de 12 a 48 correspond a
une Css,avg totale en colistine (si on admet une fraction libre de 50%) comprise entre 1 et 4 mg/L chez un

patient infecté par un organisme avec une CMI de 1 mg/L (102).
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6. Toxicité

Les deux principaux effets indésirables décrits avec la colistine sont la néphrotoxicité et la neurotoxicité.

a) Néphrotoxicité

La néphrotoxicité est a l'origine du délaissement de la colistine peu aprés sa mise sur le marché.
Toutefois, une revue de la littérature a récemment mis en évidence que la toxicité rénale de la colistine
était moins fréquente et moins sévere que ce qui avait été décrit dans plusieurs cas cliniques publiés
avant 1983 (103). Les anciennes études décrivent une incidence de la toxicité rénale proche de 50 %
tandis que les études plus récentes estiment cette incidence entre 15 et 25 % des patients traités (103). La
définition de la néphrotoxicité n’étant pas standardisée entre les études précédemment citées, les
chiffres énoncés sont a analyser avec précaution. Toutefois, une récente étude menée chez 70 patients
souffrant d’un sepsis sévére ou d’un choc septique a montré une incidence d’Insuffisance Rénale Aigué

(IRA) de 44 % suite a I'administration de colistine (104).

Les facteurs de risques de toxicité rénale consécutifs a I'utilisation de la colistine sont (104, 105):

- Uneinsuffisance rénale présente avant le début du traitement
- L'age du patient

- Lasévérité de I'infection

- L’administration concomitante d’agents néphrotoxiques

- La durée du traitement

Selon les études, une concentration résiduelle en colistine > 2.42 mg/L (106) ou > 2 mg/L (107)

augmenterait le risque d’IRA.

La néphrotoxicité liée au traitement par colistine apparait généralement au cours des 5 premiers jours
du traitement et est réversible a I'arrét du traitement (108, 109). L'insuffisance rénale se manifeste
principalement par une diminution de la clairance de la créatinine mais une hématurie, une protéinurie,
une oligurie ou la présence de cristaux cylindriques dans les urines peuvent également étre constatés

(103).
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La néphrotoxicité de la colistine est probablement la conséquence de I'importante réabsorption tubulaire
de cette molécule liée a la présence de nombreux transporteurs localisés dans les tubules proximaux et
en particulier la mégaline (47, 110). La toxicité de la colistine pourrait étre liée a son accumulation dans le
reticulum endoplasmique et les mitochondries des cellules tubulaires rénales conduisant a une
modification du sort de la cellule en cas de stress oxydatif (111). La co-administration d’acide ascorbique
a la dose de 2 a 4 g chez les patients avec un sepsis sévéere diminuerait le risque d’IRA par quatre en
comparaison aux patients ne recevant pas d’acide ascorbique (104). Cet effet pourrait étre expliqué par
un double effet protecteur de I'acide ascorbique contre les dommages rénaux induits par la colistine et
par le sepsis (104). Toutefois, une autre étude menée chez 28 patients répartis en deux groupes n’a pas

montré d’effet protecteur de I'acide ascorbique (110).

b) Neurotoxicité

La neurotoxicité associée a I'utilisation de colistine est moins fréquente que la néphrotoxicité (103). Elle
se manifeste le plus souvent par des paresthésies mais également sous la forme de confusion mentale,
de vertiges, une ataxie ou des convulsions (103). L’effet indésirable neurologique le plus redouté, bien
que rare, est le blocage neuromusculaire pouvant conduire a une paralysie des muscles respiratoires et a

une apnée (112, 113).

De méme que la toxicité rénale, la toxicité neurologique est dose dépendante et réversible a I’arrét du

traitement (103).

c) Autres effets indésirables

L’administration de colistine par aérosol est généralement bien tolérée malgré quelques effets

indésirables rapportés tels que des irritations de la gorge, une toux ou des bronchospasmes (114, 115).
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Les administrations intrathécales et intraventriculaires sont également bien tolérées. Parmi les effets
indésirable rapportés, I'apparition d’une méningite chimique a été décrite (5/153 cas rapportés entre

1972 et 2016) avec une résolution compléte apres arrét des administrations intrathécale (116).

7. Combinaisons thérapeutiques

Pour contrer I'’émergence croissante de souches résistantes a la colistine, de nombreuses études récentes
évaluent I'activité in vitro de la colistine seule en comparaison a la colistine administrée en combinaisons.
Plusieurs méthodes peuvent étre utilisées pour évaluer I'effet des combinaisons, en particulier la
réalisation de « Chequerboards » ou |'utilisation de courbes de bactéricidies en fonction du temps, parfois

analysées a |'aide de modeles PK-PD semi-mécanistiques.

Les « Chequerboards » permettent le calcul d’index de concentrations inhibitrices fractionnées (FICI)
pouvant indiquer une synergie, un effet additif ou bien un antagonisme entre deux antibiotiques.
Concernant la colistine, aucune classe particuliere d’antibiotiques n’a montré d’effet synergique via cette

méthode (117, 118).

Lors de la réalisation de courbes de bactéricidie, une combinaison thérapeutique est considérée comme
étant synergique lorsqu’elle conduit a une diminution d’au moins 2 logio CFU/mL supplémentaires en 24 h
par rapport a l'utilisation d’une molécule en monothérapie. Il a ainsi été démontré que la colistine
possédait une activité synergique avec I'imipénéme, la vancomycine, la rifampicine et le trimethoprime-
sulfamethoxazole (cotrimoxazole) contre différentes souches d’A. baumanii (119-122). Concernant les
souches de K. pneumoniae, la colistine posséderait une activité synergique avec l'aztreonam, la

fosfomycine, le méropeneme, |a rifampicine, le cotrimoxazole et la vancomycine (121, 123). Dans le cas
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de P. aeruginosa, les combinaisons thérapeutiques de choix se portent sur I'association de la colistine

avec le cotrimoxazole ou la vancomycine (121).

Concernant les études in vivo d’évaluation de l'effet de la colistine en association avec d’autres
antibiotiques, un modéle murin d’infection de la cuisse a été développé (124, 125). Il a été montré que la
rifampicine, I'acide fusidique et le méropénéme en association avec la colistine avait une activité
synergique contre les souches d’A. baumannii multirésistantes (125). A I'inverse I’association colistine —
tigécycline semble avoir une activité antagoniste contre différentes souches de K. pneumoniae et d’E.

coli (124).

Les combinaisons thérapeutiques a effet synergique

A. baumanii : imipéneme, méropénéme, vancomycine, rifampicine, cotrimoxazole, acide fusidique

P

K. pneumoniae : aztreonam, fosfomycine, méropénéme, vancomycine, rifampicine, cotrimoxazole

7

esume

P. aeruginosa : vancomycine, cotrimoxazole

Enr

Les combinaisons thérapeutiques a éviter

association colistine + tigécycline
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IV. Etat de I'art concernant le Suivi
Thérapeutique Pharmacologique de la
colistine dans des populations
particulieres

1. Patients de réanimation

a) Particularités pharmacocinétiques

Il existe a ce jour trois modeéles de population décrivant la pharmacocinétique du CMS et de la colistine
chez le patient de réanimation suivant I’administration d’'une dose de maintenance de CMS par voie
intraveineuse (41-43) et tous ont mis en évidence la forte variabilité des concentrations en CMS et
colistine (Figure 24). Les parametres pharmacocinétiques décrits par ces trois modéles sont présentés

dans le Tableau 3 et comparés a ceux obtenus chez le volontaire sain (35).
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Figure 24 : Concentrations plasmatiques en CMS et colistine observées chez 73 patients de réanimation aprés
la premiere administration de CMS et a I’état d’équilibre (d’aprés Grégoire et al., AAC, 2014 (41))

Concernant le CMS, la concentration maximale, Cmax, est observée en fin de perfusion puis les
concentrations décroissent selon un modele mono- ou bi-compartimental avec une demi-vie
d’élimination, ti/2g comprise entre 1.9 et 4.5 h selon les études (41-43). Le profil plasmatique moyen était
comparable a celui observé chez le volontaire sain (35), hormis lorsque la fonction rénale du patient était
dégradée. Dans ce cas, la fraction de CMS excrétée dans les urines diminue, entrainant une
augmentation de la fraction de CMS convertie en colistine (Figure 19). En effet, les concentrations en
colistine sont liées a la clairance rénale de CMS (Equation 23), elle-mé&me corrélée a la clairance de la

créatinine (41, 42).

Par exemple, pour des patients avec des valeurs de clairance de la créatinine égales respectivement a 120,
50 et 25 mL/min, les clairances rénales typiques de CMS étaient égales a environ 100, 50 et 25 mL/min,
entrainant une augmentation des fractions de CMS converties en colistine, respectivement égales a 33, 50

et 67 %, et ainsi une augmentation des concentrations moyennes en colistine.
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De plus, il a été montré que le volume de distribution du CMS était proportionnel au poids corporel, ce
qui impacte la Cmax du CMS (et dans une moindre mesure celle de la colistine) aprés la premiére dose.
Aprés administration de doses répétées, ce sont les fluctuations des concentrations qui sont impactées :

plus le volume de distribution est important, plus les fluctuations des concentrations sont faibles (41, 42).

Concernant la pharmacocinétique de la colistine aprés I’administration de CMS chez les patients de
réanimation, plusieurs points différent selon les études. Ainsi, apres administration d’une premiére dose
de 2 MUI de CMS, Grégoire et al. (41) ont observé une Cmax typique de colistine égale a environ 2 mg/L,
tandis qu’apres I'administration d’une premiére dose de 3 MUI de CMS, Plachouras et al. (43) ont décrit
une Cmax de colistine de 0.6 mg/L, proche des résultats obtenus par Garonzik et al. (42) (Figure 25). En
plus d’étre plus élevées, les valeurs de Cmax de colistine sont atteintes plus rapidement selon Grégoire
et al. (41) (environ 3h) en comparaison aux valeurs de Plachouras et al. (43) (pas de pic de concentration
observée avant la seconde administration, a savoir 8h plus tard). Ces différences dans le temps nécessaire
pour atteindre la Cmax sont liées a une estimation différente du volume apparent de distribution, plus
faible chez Grégoire et al. (41), avec pour conséquence une valeur typique de demi-vie d’élimination
plus faible (3h vs 9 a 14h) (41-43) (Tableau 3). L'une des conséquences majeures de ces différences est,
gu’en raison d’une demi-vie d’élimination élevée, Plachouras et al. (43) décrivent un délai de 48h avant
d’atteindre I'état d’équilibre tandis que Gregoire et al. (41) indiquent atteindre cet équilibre dés la 12¢™e

heure de traitement.
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Figure 25 : Concentrations en colistine apres I'administration d’'une dose de CMS de 3 MUI toutes les 8 h au
cours d’une perfusion de 60 minutes chez un patient de réanimation avec une clairance de la créatinine = 82
mL/min et un poids de 80 kg, prédites a partir du modele de Grégoire et al. (41) (ligne noire continue),
Plachouras et al. (43) (ligne grise en pointillé) et Garonzik et al. (42) (ligne noire en pointillé) (d’apres Grégoire
et al., AAC, 2014 (41))

Une fois I'équilibre atteint, les différences sont plus faibles entre les études qui prédisent toutes, apres
administration de 3 MUI de CMS toutes les 8 h chez un patient avec une clairance de la créatinine de 82
mL/min, une concentration moyenne en colistine (Cssaz) comprise entre 1.5 et 3.5 mg/L (41-43).
Plachouras et al. (43) ont été les premiers a décrire les difficultés a obtenir une Cgavs de 2 mg/L, ce qui
correspond a la valeur cible généralement retenue chez les patients avec une fonction rénale normale.
Plus récemment, Nation et al. (126) ont suggéré I'utilisation d’un algorithme afin de calculer la dose de
CMS a administrer en fonction de la clairance de la créatinine des patients et ont démontré que seuls 40
% des patients avec une fonction rénale préservée atteignaient une Csavg > 2 mg/L, malgré l'utilisation

d’une dose maximale de 12 MUI par jour.
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Tableau 3 : Résumé des paramétres pharmacocinétiques primaires et secondaires chez le volontaire sain et dans les trois études de popPK de référence chez le patient de

réanimation
Couet et al., Plachouras et al., Garonzik et al., Gregoire et al.,
2011 2009 2011 2014
. Volontaires ICU patients® avec ICU patients® avec ICU patients® avec
Population . . p p ) . P . . P .
sains fonctions rénales préservées fonctions rénales variables fonctions rénales variables
.. Colistate; )
Marque de CMS utilisée Colimycine; Colistin; Atlantic CMS; Colimycine; Sanofi-
y s . . Norma, Paddock Inc., .
pour I’étude Sanofi-Aventis, France Pharm Co., Aventis, France
Greece . NY, USA
Thailand,
Schéma posologique 1 MUI 3MUI q8h posol,ogle. ch01/51/e par les posol/ogle' ch01/s1/e par les
dose unique médecins référents médecins référents
Primary parameters
CLcwms (mL/min)® 148 228 116 110
Vewms (L)° 14.0 13.5 15.9 15.7
Vp,cms (L)? - 28.9 18.7 -
CLcol/fm,col (mL/min)® 162 152 207 94.3
Vcol/fm,col (L) 41.3 189 165 25.7
Secondary parameters
t1/2 CMS (h) 0.7 2.1 3.5 1.6
t1/2 coli (h) 2.9 14.4 9.2 3.2

2 ICU, intensive care unit patients pour patients de réanimation ; ® CLCMS, clairance totale de CMS ; ¢ VCMS, volume de distribution du CMS dans le compartiment central ; ¢
Vp,CMS , volume de distribution du CMS dans le compartiment périphérique ; ¢ CLcol/fm,col , clairance apparente de colistine ; ' Vcol/fm,col, volume de distribution apparent

de la colistine




b) Notion de dose de charge

En conclusion de leur étude montrant un délai de 48 h nécessaire avant d’atteindre I'équilibre des
concentrations en colistine, Plachouras et al. (43) ont suggéré que I'administration d’'une dose de charge
de CMS pourrait étre nécessaire pour atteindre des concentrations efficaces en colistine des la premiére
administration. Par la suite, deux études issues de la méme équipe ont étudié la pharmacocinétique du

CMS et de la colistine aprés administration d’une dose de charge (52, 127).

Dans la premiere étude, a la suite de I'administration d’'une dose de 6 MUl de CMS chez 10 patients de
réanimation, les valeurs moyennes de Cmax de colistine étaient de 1,3 mg/L (de 0,3 a 2,6 mg/L) et
obtenues 8h apreés le début de la perfusion (52). Dans la seconde étude, aprés administration de 9 MUI de
CMS chez 19 patients de réanimation, les valeurs de Cmax de la colistine étaient également trés variables
(2,65 mg/L en moyenne, comprises entre 0,9 et 5,1 mg/L) (52). Les concentrations en colistine observées
dans cette derniére étude étaient plus élevées que celles prédites par les précédentes études réalisées

par la méme équipe (43, 52) mais inférieures a celles prédites par le modele de Grégoire et al. (41).

Plusieurs hypotheses peuvent étre avancées pour expliquer les variations observées entre ces différentes

études :

(a) Une proportion de CMS A et B plus importante dans les formulations récentes (127)

(b) L'utilisation de CMS provenant de fournisseurs différents (« brand effect ») (25)

(c) Linclusion de patients ne présentant pas des fonctions rénales homogénes

(d) L'utilisation de solutions de perfusion de CMS a des concentrations égales ou supérieures a la
CMC de 5,7 g/L (71.250 UI/L)

(e) Une conversion in vitro du CMS en colistine apres réalisation des prélevements sanguins (128)

(f) Des différences dans les méthodes analytiques utilisées (127)



c) Suggestion d’adaptation posologique

Compte tenu de la pharmacocinétique du CMS et de la colistine, la dose de CMS administrée doit tenir
compte de la fonction rénale du patient. Dans le cas d’une fonction rénale normale, toutes les études
citées précédemment recommandent I'utilisation d’une dose d’entretien de 9 MUI, en 2 a 3 prises par
jour (41-43), les publications les plus récentes préconisant préférentiellement 2 administrations par jour

(41, 52, 126, 127).

Chez les patients avec une fonction rénale altérée, il est nécessaire de tenir compte de I'augmentation de
la fraction du CMS qui va pouvoir étre converti en colistine. En se basant sur les études d’efficacité et de
toxicité, les auteurs s’accordent pour proposer une concentration cible a I'équilibre en colistine autour de

2 mg/L sans dépasser 4 mg/L (44, 126).

La Figure 26 a été élaborée a partir des données publiées par Grégoire et al. (41) et suggére la séparation
des patients en trois groupes en fonction de leur clairance de la créatinine. Ainsi, il est proposé que les
patients avec une ClLcreat > 60 mL/min regoivent 9 MUI par jour, ceux avec une ClLcreat comprise entre 30
et 60 mL/min, 6 MUI par jour et ceux avec une ClLcreat < 30 mL/mn, 3 MUI par jour afin d’obtenir une
concentration moyenne en colistine a I’équilibre entre 2 et 4 mg/L. Ces simulations confirment également
les difficultés a obtenir une concentration en colistine élevée chez les patients avec une fonction rénale

normale.
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Figure 26 : Concentrations moyennes de colistine a I'équilibre (Css,avg) simulées en fonction de différentes
valeurs de clairance de la créatinine (CrCL) a partir des données publiées par Gregoire et al. (41). Trois
posologies de CMS sont étudiées : 1 MUI x 1 (en vert), 2 MUI x 2 (en rose) , 3 MUI x 3 (en bleu). Les bandes de
couleur sont associées a la posologie optimale a utiliser pour obtenir des concentrations dans la marge

thérapeutique selon la valeur de la CLcreat.

Garonzik et al. (42) ont quant a eux publié un algorithme afin de choisir une dose d’entretien en tenant

compte de la fonction rénale des patients, sans les partager en différents groupes (Equation 24)

Equation 24 : Dose journaliére (mg CBA) = Css cible x (1.50 x CLcreat + 30)
Avec 1 MUI correspondant a environ 30 mg CBA ; Css cible, la concentration moyenne en colistine cible a

I’équilibre en mg/L et CLcreat, la clairance de la créatinine en mL/min.

En s’appuyant sur les études citées ci-dessus, I’Agence Européenne du Médicament (EMA, European
Medicines Agency) suggéere I'adaptation posologique suivante (102, 129) :

- Patients avec une CLcreat > 50 mL/min : 9 MUI / jour (maximum 12 MUI / jour)

- Patients avec une CLcreat compris entre 30 et 50 mL/min : entre 5.5 et 7 MUI / jour

- Patients avec une CLcreat entre 10 et 30 mL/min : 5 MUI / jour

Concernant l'utilisation d’'une dose de charge, Garonzik et al. (42) suggerent qu’elle soit adaptée au poids
du patient, sans dépasser 10 MUI et sans tenir compte de sa fonction rénale, et de commencer la dose de

maintenance 24 h plus tard.
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Equation 25 : Dose de charge (mg CBA) = Css cible x 2.0 x poids corporel
Avec 1 MUI correspondant a environ 30 mg CBA ; Css cible, la concentration moyenne en colistine cible a

I’équilibre en mg/L et le poids corporel exprimé en kg.

Karaiskos et al. (127) ont démontré que l'utilisation d’une dose de charge de 9 MUI suivie par une
premiere dose d’entretien 24 h plus tard n’était pas toxique pour les 19 patients de réanimation de leur
étude présentant des fonctions rénales variables. L'European Medicine Agency (EMA) propose quant a
elle I'utilisation d’'une dose de charge de 9 MUI chez les patients de plus de 60 kg et de 6 MUI chez les
patients de moins de 60 kg (129). Une dose de charge de plus de 12 MUI pourrait étre nécessaire pour

certains patients mais les études cliniques utilisant de telles doses sont limitées (129).

En conclusion, une dose de charge de 6 a 10 MUI devrait étre appliquée a tous les patients, sans tenir
compte de I'état de leur fonction rénale. Récemment, il a été suggéré d’utiliser la premiére dose

d’entretien 12h apres I’administration de la dose de charge (126).

2. Patients avec épuration extra-rénale

a) Particularités pharmacocinétiques

Chez les patients avec une fonction rénale trés altérée, le CMS n’est que faiblement excrété par voie
rénale et par conséquent, la fraction de la dose convertie en molécule active est plus élevée. Ainsi, les
concentrations en colistine chez les patients de réanimation nécessitant d’étre mis sous dialyse sont

beaucoup plus élevées que chez les patients avec une fonction rénale normale (130).
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La fraction non liée de CMS et de colistine passe facilement a travers les membranes de dialyse. De plus, il
est également probable que la colistine s’adsorbe aux parois des membranes de dialyse, en particulier

celles utilisées dans les hémodialyses continues, ce qui pourrait contribuer a son élimination (131).

Le CMS et la colistine sont en effet fortement éliminés au cours des séances d’hémodialyse (42, 131-
134). Il a été décrit que la clairance moyenne du CMS au cours d’une séance d’hémodialyse était comprise
entre 71 et 95 mL/min (42, 132, 134) et associée a une variabilité inter-individuelle faible (coefficient de
variation = 26 %) (132) ou élevé (coefficient de variation = 96%) (42) selon les études. La clairance
moyenne de la colistine au cours d’une séance d’hémodialyse a été décrite comme étant comprise entre

57 et 134 mL/min (42, 132, 134) avec une variabilité inter-individuelle modérée (15 et 44%) (42, 132).

Malgré la forte variabilité décrite entre les patients et les études, ces valeurs sont comparables a celles

décrites chez le volontaire sain et le patient de réanimation (Tableau 3) (35, 41-43).

b) Suggestion d’adaptation posologique chez les patients sous

épuration extra-rénale

(1) Cas de I'hémodialyse intermittente

Les données de la littérature suggéraient de ne pas dépasser la dose de 3 MUI de CMS / jour les jours
sans hémodialyse (42, 130) mais une récente publication de Nation et al. (126) suggére d’administrer pres
de 4 MUI de CMS / jour pour atteindre la concentration moyenne de colistine a I'équilibre de 2 mg/L.
Dans chacune de ces études, le CMS est administré deux fois par jour les jours sans dialyse (42, 126,

130).

Les jours de dialyse, en fonction du moment de la session par rapport aux heures d’injection du CMS,
Jacobs et al. (130) suggerent d’administrer une 3e dose de 1.5 MUI de CMS juste apres la séance de
dialyse tandis que Nation et al. (126) préconisent de réaliser la séance de dialyse a la fin de l'intervalle
entre deux injections de CMS et d’augmenter la dose de 30 % aprés une séance de 3 h et de 40 % apres

une séance de 4 h.
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(2) Cas de I'némodidfiltration continue

Dans les cas d’hémodiafiltration continue, Markou et al. (135) ont décrit que la clairance extra-corporelle
contribuait a environ 50% de la clairance totale de la colistine. Toutefois, cette clairance totale de colistine
restait plus faible que celle observée chez les patients avec une fonction rénale normale, suggérant de
diminuer la dose de CMS journaliére administrée chez les patients sous hémodiafiltration continue. A
I'inverse, Karvanen et al. (136) ont rapporté que les concentrations en colistine mesurées chez les
patients sous hémodiafiltration continue et recevant 2 MUI de CMS toutes les 8 h (soit 6 MUI / jour),
étaient inférieures a celles rapportées chez les patients présentant une fonction rénale normale. Plus
récemment, Karaiskos et al. (137) ont été plus loin en recommandant une dose plus élevée chez les
patients sous hémodiafiltration continue avec une dose de charge de 12 MUI de CMS suivie d’une dose de

maintenance de 13 a 15 MUI / jour.

Les derniéres recommandations publiées par Nation et al. (126) correspondent a celles publiées par
Karaiskos et al. (137) et suggérent l'utilisation d’une dose de maintenance de 13 MUI / jour divisée en
deux administrations. Concernant la dose de charge, méme si il a été démontré que I'administration de
12 MUI était plus efficace, les données cliniques concernant la toxicité associées a cette dose manquent

et il est recommandé de ne pas dépasser 9 MUI (42, 137).

Quoiqu’il en soit, au vu de la variabilité interindividuelle élevée décrite chez ces patients, le dosage

régulier des concentrations résiduelles en colistine est fortement conseillé (138).

Il est ainsi possible de proposer le schéma posologique suivant aux patients sous hémodialyse
intermittente ou continue, a adapter en fonction des concentrations résiduelles mesurées en colistine.
Hémodialyse intermittente :

Les jours sans dialyse : 3 a 4 MUI de CMS en 2 administrations par jour (126, 130)

Les jours avec dialyse :

- 1.5MUIl de CMS x 2/jour + 1.5 MUI de CMS a la fin de la séance de dialyse (130)
- Prévoir séance de dialyse 3 a 4 h avant la réadministration de CMS et ajouter

respectivement 30 % a 40 % de la dose prévue (126)

Pharmacocinétique et Suivi Thérapeutique Pharmacologique de la Colistine 82



Hémodialyse continue :

Utiliser au minimum la posologie recommandée chez le patient avec une fonction rénale préservée (a

savoir 9 a 12 MUI / jour)

3. Patients atteints de mucoviscidose

a) Particularités pharmacocinétiques

De nombreuses modifications pharmacocinétiques ont été décrites chez les patients atteints de
mucoviscidose par rapport aux volontaires sains et correspondent principalement a une augmentation du
volume de distribution (aminosides, ceftazidime (139)) et une augmentation de la clairance rénale
(aminosides (139), ticarcilline (140)) ou non rénale (ciclosporine (141)). Les mécanismes impliqués dans
ces modifications pharmacocinétiques ne sont pas élucidés rendant nécessaire des études pour chaque

molécules (142).

A noter toutefois qu’une récente publication (143) a analysé 16 études pharmacocinétiques concernant
des antibiotiques de la famille des béta-lactames chez les patients atteints de mucoviscidose au cours des
40 dernieres années et pointé un biais probable dans la sélection des patients atteints de mucoviscidose
dans les études les comparant aux volontaires sains et réalisées avant les années 1990. En effet, les
« patients » ne pourrait pas étre directement comparés aux « témoins » en raison de leur age plus jeune
(15 ans en moyenne, contre 25 ans chez les volontaires sains) et de la présence d’autres pathologies, en
plus de la mucoviscidose, pouvant avoir un impact sur la fixation protéique des antibiotiques.
L'application d’une échelle d’allométrie permettant de s’affranchir des différences de poids conduit ainsi
a faire disparaitre les différences observées au niveau des volumes de distribution et des clairances pour

cette famille d’antibiotiques entre les patients atteints de mucoviscidose et les volontaires sains.
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Concernant la colistine, la pharmacocinétique de la colistine chez les patients souffrant de mucoviscidose
a été partiellement décrite aprés I'administration IV et aprés nébulisation de CMS en 2003 et en 2014 (63,

144).

Aprés administration d’'une dose d’entretien de 1 a 2 MUI trois fois par jour par voie intra-veineuse chez
12 patients atteints de mucoviscidose avec une fonction rénale préservée, Li et al. (144) ont montré en

I"absence de toxicité du traitement et la possibilité d’utiliser des doses plus élevées.

Apres administration d’'une dose unique de CMS par nébulisation a la dose de 2 ou 4 MUI chez 6 patients
atteints de mucoviscidose, Yapa et al. (63) ont décrit des concentrations plus élevées dans les
expectorations (Cmax en colistine entre 2,09 et 21,2 mg/L) que celles observées aprés administration
d’une dose unique de 5 MUI de CMS par voie IV (Cmax dans les expectorations < 1,0 mg/L). De plus, la
biodisponibilité du CMS était faible (environ 6%) et I’exposition systémique du CMS et de la colistine

négligeable.

b) Suggestion d’adaptation posologique

L’administration de CMS par voie locale, en utilisant la voie nébulisée, associée ou non a
I"administration par voie IV est recommandée dans cette population. A travers le monde, les centres
spécialisés dans le traitement de la mucoviscidose ont adopté des schémas posologiques différents
concernant I'administration de CMS par nébulisation, allant de 1 MUI de CMS deux fois par jour a 2

MUI de CMS trois fois par jour (145-147).
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4. Population pédiatrique

Actuellement, les doses pédiatriques de CMS recommandées sont de 75.000 & 150.000 Ul/kg/jour par
I’EMA et de 83.000 a 166.000 Ul/kg/jour par la FDA (Food and Drug Administration) a administreren 2 a 4
injections (102). A ce jour, aucune étude de pharmacocinétique de population n’a été conduite en
pédiatrie mais de récentes études conduites chez le nouveau-né et I'enfant de moins de 14 ans suggérent
néanmoins que l'utilisation des doses recommandées conduit a des concentrations en colistine en dega
des concentrations optimales (67, 148). De plus, deux études ont rapporté I'utilisation de doses entre
200.000 et 225.000 Ul/kg/jour jusqu’a 93 jours consécutifs chez des enfants de 4 mois a 14 ans souffrant
d’infections séveres sans avoir rapporté d’effets indésirables (149, 150). De nouvelles investigations sont
nécessaires pour décrire la pharmacocinétique du CMS et de la colistine en pédiatrie mais les résultats de
ces différentes études suggérent I'utilisation de doses de CMS plus élevées que celles recommandées

dans cette population (151).

Il nexiste pour le moment pas de données concernant |'utilisation d'une dose de charge, ni la valeur de
cette dose, chez les enfants présentant un état sévere (149, 152). De plus, aucune recommandation

posologique n’a été établie chez des enfants présentant une insuffisance rénale (149).
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5. Résumé du STP de la colistine

La pharmacocinétique de la colistine a été étudiée dans différentes populations et des suggestions de
schémas posologiques se dessinent en fonction des patients. Toutefois, quelles que soit les études, la
grande variabilité des concentrations observées conduit a suggérer fortement aux cliniciens un suivi
régulier des concentrations en colistine.

En fonction de la clinique du patient, du type d’infection, de la présence ou non de signes de toxicité,
les concentrations cibles en colistine avoisinent les 2 mg/L.

Pour des raisons pratiques d’organisation dans les services cliniques et du fait des difficultés a controler
la conversion in-vitro du CMS en colistine dans les prélevements précoces, les prélevements de

concentrations résiduelles sont conseillés.

V. Article de Synthese

L’état des lieux des connaissances en pharmacocinétique et en pharmacodynamie de la colistine a fait
I'objet de la rédaction d’un article de synthése. La revue, publiée en mai 2017 dans le journal Clinical

Pharmacokinetics est présenté dans I’Annexe I.
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Problématique et Objectifs

Comme cela a été montré en introduction, la pharmacocinétique de la colistine est complexe, sujette a
une marge thérapeutique étroite et a une forte variabilité inter-individuelle ce qui fait de cette molécule
un candidat de choix pour le Suivi Thérapeutique Pharmacologique. De plus, sa classification en tant qu’ «
antibiotique critique » utilisé en dernier recours seulement contre certains BGN multirésistants induit une
méconnaissance de cet anti-infectieux par de nombreux cliniciens. Afin d’utiliser la posologie adaptée au
patient, au germe identifié et au type d’infection, il est nécessaire d’accroitre la compréhension des
mécanismes impliqués dans la pharmacocinétique de la colistine, de s’appuyer en toute confiance sur les
données de la littérature, de proposer précocement des schémas d’adaptation posologique efficaces et

de poursuivre les investigations dans des populations et pour des types d’infections particuliers.

Pour répondre a cette problématique, la suite de ce manuscrit s’articule en cinq parties :

1) La premiére étape du STP consiste a doser la molécule active dans la matrice d’intérét. Compte-
tenu de la complexité du dosage du CMS et de la colistine, et afin de vérifier I'exactitude des
mesures a |'origine des publications, un controle de qualité inter-laboratoire a été envoyé a huit
centres européens de référence afin de réaliser la premiére étude de cross-validation du CMS et

de la colistine.

Etude n°1 : Cross-validation des dosages de la colistine et du CMS
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2) Les analyses bayésiennes permettent de réaliser une adaptation posologique précise a partir d’un
nombre limité de prélevements. Dans le cas des traitements anti-infectieux, il est nécessaire
d’utiliser une posologie efficace le plus rapidement possible aprés l'initiation du traitement afin
de stopper la croissance bactérienne. A partir du modeéle de cinétique de population développé
par notre équipe et sur la base de simulations, une étude de faisabilité de I'adaptation

posologique de la colistine aprés la premiéere injection de CMS a été réalisée.

Etude n°2 : Etude de faisabilité de I'adaptation posologique précoce de la colistine

3) Les schémas posologiques actuels reposent sur I'administration de CMS en 2 a 3 injections
journalieres, quel que soit la population ou le type d’infection. Toutefois, il a été démontré que
I'index PK-PD le plus efficace pour évaluer I'activité de la colistine est le ratio AUCO-24h/CMI.
Théoriquement, ce ratio est indépendant du nombre d’administrations journaliéres compte tenu
du fait qu’il a été décrit que la pharmacocinétique de la colistine était linéaire. De plus, il a
également été montré que la toxicité de la colistine était principalement corrélée a des valeurs de
concentrations résiduelles élevées. L’hypotheése a ainsi été émise qu’une administration du CMS
en une injection par jour diminuerait la toxicité de la colistine sans perte d’efficacité. La
pharmacocinétique du CMS et de la colistine avec ce nouveau schéma posologique a été évaluée

au cours d’une étude présentée dans ce manuscrit.

Etude n°3 : Pharmacocinétique du CMS et de la colistine apres administration de 9 MUI une fois par jour

chez des patients de réanimation avec une fonction rénale préservée

4) La pharmacocinétique et la pharmacodynamie d’un antibiotique ne sont pas nécessairement
impactées par son schéma posologique mais le sont généralement par la population bénéficiant

du traitement ainsi que par la localisation et la gravité de l'infection. Dans le cas des patients
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souffrant de mucoviscidose, la colistine est utilisée depuis déja de nombreuses années,
principalement via des aérosols, afin de lutter contre la colonisation du mucus des patients par
des bactéries opportunistes. Toutefois, sa pharmacocinétique aprés administration de CMS par

voie intraveineuse dans cette population est encore mal connue et a fait I'objet d’une étude.

Etude n°4 : Etude de la pharmacocinétique de la colistine chez le patient atteint de mucoviscidose

5) Pour la population pédiatrique, une extrapolation a partir d’'un modele PK réalisé chez le patient
de réanimation adulte est délicate. En effet, I’enfant ne peut étre assimilé a un « adulte miniature
» et la pharmacocinétique de la colistine doit étre évaluée indépendamment dans cette

population, en prenant notamment en compte les données de maturation rénale.

Etude n°5 : Cas Clinique — Pharmacocinétique du CMS et de la colistine chez un enfant de 8 ans traité pour

une infection osseuse aigué
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SECTION II

TRAVAUX PERSONNELS
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CHAPITRE 1

Cross-validation des dosages de la
colistine et du CMS
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Points clés :

v' Des différences ont été observées dans les études de pharmacocinétiques récemment publiées,
notamment en Europe. L'une des hypothéses pour expliquer ces différences implique I’étape
bioanalytique et notamment la phase de pré-traitement des échantillons contenant du CMS et
de la colistine.

v'  Le premier contrdle de qualité inter-laboratoire du CMS et de la colistine a été réalisé auprés de
8 centres européens de référence entre 2013 et 2014.

v/ 15 échantillons de plasma surchargés en CMS et/ou en colistine ont été préparés au sein de
I’équipe INSERM U1070 de Poitiers dans un intervalle de concentrations de 0 a 24 mg/L pour le
CMS et de 0 a 12 mg/L pour la colistine et envoyés « a I'aveugle » a chaque centre dans un délai
de 48h, congelés.

v' La moyenne, I'écart-type, les valeurs minimales et maximales, le coefficient de variation ainsi
qgue les biais moyens par rapport aux valeurs théoriques ont été calculés pour le CMS et la
colistine pour chaque échantillon.

v'  Les dosages de CMS et colistine ont été réalisés par LC-MS/MS dans 6 centres. Un centre n’a
réalisé que des dosages de colistine par HPLC-UV et un centre n’a pas réalisé les dosages.

v' Concernant le CMS, les concentrations ont été sous-estimées dans de nombreux centres et pour
différents échantillons ((biais moyen = - 35%). Concernant la colistine, les concentrations sont
proches des cibles attendues sans qu’une tendance de sous-estimation ou de surestimation ne
se dessine (biais moyen = +12%).

v/ La sous-estimation des concentrations en CMS n’est pas liée a une hydrolyse du CMS en
colistine in vitro conduisant a une surestimation des concentrations en colistine.

v' Le CMS est un métabolite inactif, il n’y a donc aucun impact clinique 3 une sous-estimation de
ces concentrations.

v'  Les difficultés de dosage de la colistine liées & 'adsorption de la molécule sur les parois des
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v'  Cette étude montre que les différentes méthodes de dosage entre les laboratoires ne semblent
pas étre a I'origine des différences observées dans les études de pharmacocinétiques publiées

en Europe.

Ce travail a fait I'objet d’une publication en cours d’écriture dont les résultats préliminaires sont présentés

dans les pages suivantes.
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Inter-laboratory cross-validation of plasma colistin and CMS assay for

pharmacokinetic studies and therapeutic drug monitoring

Introduction

Colistin, also called polymyxin E, is a polypeptide antibiotic used as a last resort against
multidrug-resistant Gram-negative bacteria. The marketing authorization for this molecule
was given in 1958, but this molecule was quickly left behind for aminoglycosides due to its
nephro- and neurotoxicity. The non-usage of colistin for several years protected this antibiotic

against the emergence of multidrug-resistant bacteria [1].

Colistin is made of a mixture of more than 30 different components with the main fractions
being colistin A (polymyxin E1) and colistin B (polymyxin E2), which account for more than
85% of colistin by weight [2]. The chemical structure of colistin is made up of a hydrophilic
cycloheptapeptide ring, a trail tripeptide moiety and a hydrophobic acyl chain tail [3, 4]. Five
positively charged amino groups are responsible for the bactericidal effect but also toxicity

toward human cells.

Colistin 1s administered as an inactive prodrug, colistin methanesulfonate (CMS), which itself
is a complex mixture of methanesulfonated colistin derivatives, mainly CMS A and CMS B,
that are hydrolysed in vivo leading to potentially up to 2° (or 32) partially methanesulfonate
derivatives, including colistin [1, 5]. Because of that, microbiological assays are totally

irrelevant and should not be used anymore [6].

Several chromatographic assays of colistin and CMS in biological fluids have been published

[7-10]. Although high performance liquid chromatography (HPLC) with post-column
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derivatization and UV detection have been developed first and are still used in some
analytical centers, nowadays most assays rely on liquid chromatography coupled to tandem
mass spectrometry (LC/MS-MS). CMS concentrations are determined indirectly from the
difference between colistin concentrations determined before and after CMS hydrolysis by
sulfuric acid [7, 9]. Stability studies have demonstrated that CMS is stable in aqueous solution
(<1.0% colistin A/B formation) for up to 24h when stored at 4°C or 21°C but could be readily
hydrolysed into colistin at 37°C [5, 11]. Colistin formation from CMS is rapid in plasma at
room temperature or 37°C [5, 7]. Accordingly, colistin concentrations may be overestimated
due to inappropriate pre-analytical storage or treatment of biological samples. Another issue is
that colistin may be readily adsorbed onto glass and tubing, although this effect is minimized
in plasma samples as compared to aqueous media because colistin is preferentially bound to

plasma proteins including albumin [8].

Several pharmacokinetic studies of CMS and colistin in critical care patients, using modern
chromatographic assay methodologies, have recently been published [12-16]. Noticeably,
results are fairly consistent between-studies, while discordances in PK data determined soon
after treatment initiation as well as differences in colistin half-life estimates have also been
reported [12-17]. Yet the CMS brand may account for at least part for the differences in CMS
and/or colistin pharmacokinetics [18, 19]. To which extent the analytical assay may also
contribute to these differences was unknown since at present no external quality control
proficiency program has been yet organized for colistin, despite the growing clinical
importance of this antibiotic in salvage antibiotic regimens. Cross-validation of various assay
methodologies is of defintive importance since the values of colistin plasma concentrations
that are used to adjust colistin dosage via Therapeutic Drug Monitoring (TDM) do impact the
clinical care of critically ill patients [18, 20, 21]. This has prompted the initiation of the

present european-wide inter-laboratory cross-validation study for colistin and colistimethate.
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The objective of this first cross-validation study was to examine the strength of the correlation
between results of colistin assay performed in different centers in Europe, receiving a series of
plasma samples spiked with unstated CMS and colistin concentrations. This first external
quality proficiency analysis should be the basis of more comprehensive program on

therapeutic drug monitoring of colistin.

Materials and Methods

Procedure of the Inter-laboratory Cross-validation Studies

The inter-laboratory cross-validation study for CMS and colistin has been performed from
2013 to 2014. The eight participating centers assay colistin in biological fluids as a routine

activity. All laboratories were academic and/or hospital units.

The colistin sulfate salt and CMS sodium salt used for sample preparation were purchased
from Sigma Aldrich (respective batch number: 109K1574 and 131810634207215). Colistin
purity and colistin and CMS subcomponent A and B molar fractions were determined by

HPLC-UV and LC-MS/MS as previously described [7].

The purity of the CMS sodium salt was considered equal to 100%, according to the
provider’s specification. LC-MS/MS was applied to determine the molar fractions of the
subcomponent A and B of CMS compounds: 81 and 19 %, respectively. The purity of the
colistin sulfate salt used as the standard was determined to be 95% by HPLC-UV analysis.
Virtually equal relative signal responses for subcomponents A and B of colistin were obtained

by LC-MS/MS (35 and 65 % for subcomponents A and B, respectively). Purity, fractions of
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subcomponents A and B and molecular weight of CMS and colistin as the base form (1632.14

g/mol and 1160.335 g/mol, respectively) were considered for the samples preparation.

Eight sets (one per center) of a total of 15 plasma samples spiked with CMS and/or colistin at
different concentrations were prepared in the Inserm-U1070 laboratories by a technician not
involved in the rest of the study and blind to the other analysts of the organizing center in

Poitiers.

Stock solutions of CMS and colistin base (2400 and 720 pg/mL, respectively) were prepared
in high purity HPLC LC-MS grade water (HiPerSolv Chromanorm VWR®) in low protein
binding polypropylene tubes to minimize the effect of colistin loss due to adsorption [22].
Working solutions were obtained by appropriate dilution of stock CMS and colistin solutions
in frozen human blank plasma obtained from the Etablissement Francgais du Sang (EFS) in a
range of 0-24 ug/mL for CMS and 0-12 pg/mL for colistin with a maximum of four dilution

steps.

One sample of each set was spiked with CMS only (sample number 10) and four with colistin
only (samples number 3-8-14-15). Samples were then stored at -20°C before being sent to the
participating centers for their analyze within one week after preparation. They were shipped
frozen on dry ice and received frozen within 48 hours in the various centers. One set of spiked
samples was analyzed by the organizing Center Inserm-U1070 laboratories by a laboratory
technician not involved in the spiked samples preparation. The concentrations were kept blind
until completion of the cross-validation study by all centers (except for one center that

withdrew from the cross validation).
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Data analysis

Mean values plus or minus standard deviation (SD), minimum (Min) and maximum (Max)
values, coefficient of variation (CV%) and mean biases (difference) from theoretical
(nominal, i.e. prepared) CMS and colistin concentrations were estimated for each sample.
Biases were calculated as follows: (measured value — nominal value)/nominal value x 100.
The biases distribution for CMS and colistin were determined by comparing measured and
nominal values. A linear regression was performed to fit the experimentally determined
values using the weighting factor 1/x to maximize the importance of small values. Mean
biases of CMS and colistin for each center were calculated and presented as histograms. All
calculations and graphical plots were performed using R software (Version 0.98, R foundation

for statistical computing, Vienna, Austria).

Results

CMS and colistin were quantified by LC/MS-MS in 6 centers, while the last center (Center D)
quantified only colistin concentrations by HPLC with UV detection. Another center (Center

B) withdrew from the cross-validation study.

Results of the analysis of CMS (6 centers) and colistin (7 centers) in the 15 plasma samples
are collectively given in Table 1. The mean CMS concentrations derived from the individual
values reported by the seven centers in the eleven CMS-containing samples, were all below
the nominal value, with a negative mean bias equal to -34.8% and values ranging between -
22.2% and -48.4%. This systemic bias is visible on Figure 1a, whereby most reported CMS
concentrations are below the identity line (Figure 1a). Overall assay precision for CMS was

rather unsatisfactory with a mean CV% of 50.7% and extreme CV values reaching 45.9% and



117

118

119

120

121

122

123

124

125

126

127

128

129

130

131

132

133

134

135

136

137

138

139

60.2%. For colistin, mean concentrations estimated from values reported by the seven centers
in the 14 samples were mostly above the nominal value, with a mean bias equal to 11.7% and
extreme values ranging between -9.3% and +42.7%. Accordingly, measured concentrations
are equally distributed across the identity line (Figure 1b). Overall the precision of colistin
assays was better than that of CMS with a mean CV% of 19.3% and extreme values at 14.5%

and 31.6%.

Results for samples spiked with only CMS (sample N°10) or colistin (samples 3-8-14 and 15)
are given in Table 2. Four out of seven centers found colistin in sample 10 (i.e. containing
CMS only). CMS was properly not detected by any center in samples 3 and 14, while one
center found CMS in sample 15, and half (3/6) of the centers reported a CMS concentration

(0.092, 0.33, and 1.63 pg/mL) in sample 8.

Histograms reporting biases for CMS and colistin classified per center are shown in Figure 2.

Discussion

An interesting finding of this first cross validation study is the relatively large heterogeneity
of the results for colistin and especially CMS, between the 7 participating centers.
Fortunately, assays for colistin were overall more precise (lower CV%) and more accurate
(lower bias) than those for the inactive pro-drug CMS. CMS concentrations were most always
underestimated, which was not the case with colistin. CMS underestimation may be possibly
explained by either incomplete hydrolysis or alternately pre-analytical degradation.
Incomplete hydrolysis of CMS is not expected to interfere with colistin quantification as
colistin is determined independently of that of CMS. By contrast pre-analytical hydrolysis of

CMS into colistin would expectedly result in colistin concentration over-estimation. However,
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the rather low bias found in general for colistin with no evidence of a systematic over-
estimation of its levels, would suggest that CMS degradation should not be a major concern,
at least in this strict experimental setting that may somewhat departs from the real-life and

frequently less stringent conditions.

Concentrations have been selected to reflect those encountered in clinical practice, namely
samples taken at peak (samples N°1, 2, 7 and 10), trough (samples N°3, 8, 14 and 15) and
intermediate time after CMS administration (samples N°4, 5, 6, 9, 11, 12 and 13). However,
this cross-validation study was conducted with spiked plasma samples that were frozen
immediately after preparation, kept at -20°C during transfer and storage, and extracted soon
after being thawed at room temperature. In real clinical practice, extra-steps such as blood
centrifugation as well as various delays occurring during samples handling and treatment may
contribute to uncontrolled CMS hydrolysis. Indeed, our group in Poitiers (Gobin et al.) has
estimated that 14% of CMS in human plasma was converted in colistin in vitro after 4h at
room temperature [7]. In addition, in this study plasma samples were spiked with CMS and/or
colistin only, partially reflecting the samples from patients treated by CMS that do contain
other species (i.e. various intermediate products of CMS hydrolysis) possibly interfering

further with CMS and/or colistin assay.

Interestingly in Centers A and F, colistin tended towards higher concentrations values while
CMS concentrations were underestimated, suggesting that CMS degradation may interfere
with colistin quantification. But this is not supported by Centers C and H results as CMS was
still underestimated, particularly in Center C, without colistin concentrations overestimation.

At the present stage, the under-estimation of CMS levels overall remains difficult to explain.

Overall, and probably most importantly, colistin concentrations reported by the participating

centers appear relatively precise with a mean CV% less than 20%, and accurate with a mean
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bias less than 15%. This indicates that the major difficulties encountered during this assay,
including unspecific adsorption on glass and tubing have been appropriately handled by the
participating centers With the recognized but unavoidable limitation that spiked samples do
not perfectly reflect real life patient samples, the present study suggests that, in comparison
with other factors, such as a brand effect, inter-laboratory assay variability should not have a
major impact on the reported between centers differences in colistin pharmacokinetics. Yet,
the present study underscores the need to standardization between laboratories, and therefore
constitutes only the first step to a strengthened generalized trans-european external quality

proficiency program for CMS and colistin.
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Table 1: Results of CMS and colistin measured concentrations per sample, mean bias and standard error associated per molecule

CMS Colistin
- - Ratio
Nominal 1o +SD [Min-Max] Mean Nominal 1o +SD [Min-Max] Mean CMS/colistin

Samples concn (ue/mL) (ue/mL) CV% Biases concn (ug/mL) (ue/mL) CV% Biases
number (pg/mL) (%) (pg/mL) (%)
1 6 3.93+£2.11 [0-5.73] 53.8 -40.3 1.5 1.69 +£0.31 [1.21-2.04] 18.6 12,7 4
2 10 6.94 £3.52 [0.94-10.41] 50.7 -35.6 2.5 3.57 £0.57 [2.67-4.27] 15.9 42,7 4
3 0 - - - - 0.375 0.38 £0.08 [0.28-0.5] 19.8 0,95 -
4 1.5 0.88 £0.45 [0.28-1.47] 514 -48.4 2.25 2.19£0.44 [1.60-2.82] 20.0 -0,03 0.7
5 5 3.46 £1.59 [0.81-4.89] 459 -35.9 3 3.01 £0.48 [2.23-3.50] 15.9 4,05 1.7
6 2.5 2.02+1.22 [0.44-3.89] 60.2 -22.2 2.5 327 +£0.48 [2.57-3.9] 14.5 30,8 1
7 10 7.12£3.44 [1.09-10.58] 48.3 -33.6 1.5 1.74 £0.55 [1.27-2.78] 31.6 15,8 6.7
8 0 - - - - 6 5.58 £0.90 [4.41-6.61] 16.1 -7,08 -
9 1.5 1.16 £0.61 [0.42-2.12] 52.6 -26.0 3 2.85£0.46 [2.19-3.40] 16.2 -5,04 0.5
10 12 8.58 +3.99 [1.58-12.48] 46.5 -33.2 0 - - - - -
11 3 1.95 +£0.92 [0.44-2.88] 472 -40.8 0.75 0.79 £0.15 [0.59-0.96] 19.2 5,54 4
12 1.25 0.97 £0.51 [0.4-1.89] 524 -26.4 4.5 4.08 £0.77 [3.1-5.1] 18.8 -9,29 0.3
13 1.25 0.82 £0.40 [0.38-1.4] 48.8 -40.6 1.25 1.74 £0.32 [1.36-2.15] 18.5 39,0 1
14 0 - - - - 0.75 0.75£0.15 [0.56-0.91] 19.5 0,08 -
15 0 - - - - 1.25 1.75 £0.44 [1.28-2.51] 25.3 40,3 -
All samples without those with nominal value equal to zero (n= 90 for CMS and n=105 for colistin)

Mean Mean Mean Mean

CV biases CV biases
50.7% -34.8% 19.3% 11.7%

176

SD is standard deviation, Min is minimal measured value, Max is maximum measured value, CV is coefficient of variation, SE is standard error
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Table 2: Results for nominal values equal to zero

Sample number 3 8 14

15 10

CMS concentration : 0 pg/mL

Colistin concentration : 0 pg/mL

Colistin concentration (ug/mL)

CMS concentration (ug/mL)

0.375 6 0.75 1.25 12
Responsed correctly (%) 6/6 (100%) 3/6 (50%) 6/6 (100%) 5/6 (83%) 3/7 (43%)
[Min — Max] for incorrect response (ug/mL) - [0.092 - 1.63] - [0.21] [0.06-1.45]

Min is minimal measured value, Max is maximum measured value

12



Figures Legends

Figure 1: CMS (a) and Colistin (b) measured values versus nominal (weighted) values (closed
points), in respectively six and seven centers and for respectively 11 and 14 spiked samples
(samples with nominal values equal to zero are not shown). The identity lines are represented
(solid black line) along with the linear regression lines (dashed line) weighted by 1/x and the

90% confidence intervals (grey shaded area)

Figure 2: Histograms of biases of cross validation samples per center for CMS and Colistin

(dashed lines: £15%)
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Figure 2
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CHAPITRE 11

Etude de faisabilité de
I’adaptation posologique précoce
de la colistine
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Points clés :

v La colistine, et sa prodrogue inactive, le CMS, sont connus pour avoir une trés forte variabilité
inter-individuelle.

v La cible thérapeutique est une concentration moyenne en colistine a I’équilibre (Css) d’environ
2 mg/L et les parametres PK impliqués dans la valeur de la Css sont la Clgcwms, la Clnrcoms et la
CLcoli.

v' En raison de la gravité des infections nécessitant la mise en route de la colistine et du risque
important de néphrotoxicité il est nécessaire d’ajuster les posologies de CMS le plus rapidement
possible.

v' A partir d’un modeéle de population précédemment publié par notre équipe, des simulations ont
été réalisées afin d’étudier la capacité du modéle a estimer la Css par analyse bayésienne a partir
d’un nombre réduit de prélevements réalisés juste aprés la premiére injection de CMS.

v' En paralléle, des simulations ont également été réalisées afin de déterminer quel paramétre PK
avait le plus fort impact sur la Css.

v' Les simulations ont été réalisées sans prendre en compte la variabilité intra-individuelle décrite
dans le modeéle de population, pour un patient avec une ClLcreat de 40 mL/min recevant 6 MUI
de CMS en 3 injections par jour.

v"Quelque soit le nombre de prélévement (t=1h +/- t=4h +/- t=8h), la Css est estimée avec un biais
moyen de 20 a 25%.

v/ Le paramétre PK ayant la plus grande influence sur la Css est la CLcoli. Toutefois, le mécanisme

d’élimination de cette molécule reste a ce jour inconnu.

v' Cette étude de faisabilité comporte de nombreuses limites et les résultats préliminaires obtenus
a partir des simulations suggerent la difficulté a prédire la Css dés la premiére injection de CMS.
Toutefois, ce travail a permis une meilleure description de la variabilité inter-individuelle de la

colistine.
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Ce travail a fait 'objet d’une publication en cours d’écriture dont les résultats préliminaires sont présentés
dans les pages suivantes.
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Are we ready for therapeutic drug monitoring of colistin using bayesian approaches?
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Introduction

Colistin is a polymyxin antibiotic used as a last resort against multidrug-resistant Gram-negative
bacilli, administered as an inactive prodrug, colistin methanesulfonate (CMS) [1]. The non-usage of
colistin for several years protected this antibiotic against the emergence of multidrug-resistant
bacteria, but in return the marketing authorization file provides very little information on its
pharmacokinetics with the regained interest in this molecule. The main obstacles regarding the
adaptation of Colistin dosing regimen are the high inter-individual variability and the narrow
therapeutic window described with this molecule. For the moment CMS daily doses are adjusted for
Creatinine Clearance (CLcreat), to account for the effect of renal function on CMS excretion, which in
turn determines how much of the CMS dose is eventually converted into colistin. Based upon a
recent population PK study in ICU patients published by Gregoire et al. [2] daily doses may a priori be
selected as described in Figure 1 to maintain average colistin concentrations at steady-state (Css)
between a 2 to 4 pg/mL therapeutic window in a typical patient. However and in practice, authors
agree that there is real difficulties to achieve a Css equal to 2 pg/mL in patients with preserved renal
function, because a large part of the administrated CMS is then excreted unchanged by the kidneys
[2-5]. This Css is characterized by two parameters reflecting colistin formation : CMS renal clearance
(CLgcms) and CMS non-renal clearance (Clygcms) and by a third parameter characterizing colistin

elimination : colistin clearance (CLcoy) as described in Equation 1 [6]:
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CLNR,CMS Dose

Equation 1: Ces =
q s$ CLnrcmst CLrcMs t x CLcowr

With t, the time range between two injection and Dose/t, the daily maintenance dose of CMS. CMS

and colistin volumes of distribution (respectively Vcus and V¢oy) have no effect on Css.

The objectives of this study was to use the data recently published by our group [2] to characterize
colistin inter-individual variability and to assess the feasibility of a bayesian approach for colistin

TDM.

Method

Characterization of inter-individual variability

Monte Carlo simulations were performed using Berkeley-Madonna software version 8.3.18 ® from
population model published by Grégoire et al. [2]. One thousand simulations were performed
selecting randomly values for PK parameters and weight from the typical value and the distribution
observed in the model to investigate which pharmacokinetic parameters were the most influent on
the Css. ClLcreat was considered as known (40mL/min) and 2MUI three times a day were
administrated to the 1000 simulated patients. Intra-individual variability and residual error were not

considered in this study.

The 90% interval of fluctuation of colistin concentrations was calculated. The distribution of Css was
shown when the three parameters involved in Css variations evolve according to the inter-individual
variability described in the study published by Gregoire et al. [2] and when the parameters evolve

one by one, the others being set to the typical value of the study.

Css estimation using Bayesian analyses

Subsequently, it was tried to assess if it was possible to estimate the Css by bayesian analysis of CMS

and colistin concentrations measured after the first injection. The study was also realized with only
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colistin concentrations. Bayesian analyses were performed from samples taken after the first
injection in the 1000 simulated patients: trough +/- two other measured concentrations. PK
parameters have been estimated for each simulated patient using a bayesian analysis with the
Monolix software 4.2.2®. Css were estimated by divided colistin AUC between two CMS
administrations at steady state by the time interval (8 h). The estimated Css (C.) has been then
compared with the simulated Css (Cg) (Figure 2) and mean biases have been calculated for each

parameter and for Css.

Results

Characterization of inter-individual variability

Simulated colistin concentrations obtained after administration of 2 MIU of CMS third daily in 1000
patients with a creatinine clearance fixed at 40mL/min are represented on Figure 3. The predicted
concentrations were comprised between 0.5 and 8 pug/mL at steady state and a major inter-individual
variability had already been observed after the first dose. The corresponding Css calculated for each
simulated patient is within the therapeutic margins, between 2 and 4 pg/mL, for half of the
simulated patients (48 %) whereas this concentration was lower than 1 pg/mL and higher than 6

pg/mL for 10% of the simulated patients (respectively 2% and 8%).

When assessing the impact of the inter-individual variability of each of the three parameters
impacting Css, CLcoy had the more impact as illustrated by the largest 90% interval of fluctuation

(Figure 4).

Css estimation using Bayesian analyses

The mean bias between actual PK parameters and parameters estimated by bayesian analyses with a

various number of samples collected after the first dose are presented in Table I. Collecting one
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sample after the first injection of CMS does not provide a good estimation of the PK parameter but
provides an estimation of Css with a quite good accuracy (mean bias = 24%). Measuring additional
concentrations of colistin after the first dose improves the estimation of CMS and colistin volumes of
distribution which do not impact the Css. To compare, the estimation of the Css a priori without any
sample was associated to a bias of 45%. The use of CMS concentrations did not improve the bayesian

analysis (data not shown).

Discussion

The main challenge related to the colistin dosage adjustment lies in the strong inter-individual
variability associated to this molecule. According to Equation 1, the Css is determined by three PK
parameters: CLyrcws, Clreows, and Cleoy [6]. Garonzik et al. [5] believed that the renal function
explained a great part of the inter-individual variability after all, using Monte Carlo simulations, this

variability was proved to be very important although the creatinine clearance was fixed (Figure 3).

ClLcoy variations are those which generate the most variations over the Css with only 61% of the
patients within the therapeutic margins (Figure 4) after the administration of 2 MIU three times a
day. However, it is difficult to explain the impact of this parameter since the clearance mechanisms
for colistin are largely unknown. On the other hand, the CLg cus values are associated to the Clcreat
values and thus to the glomerular filtration rate (GFR). The inter-individual variability, after
considering the CLg cms can have two origins. The first origin relies on the fact that, if we consider that
the GFR provides a perfect description of the CLg cus evolution, the variability associated comes from
the mistake made when assessing the Clcreat from Cockroft and Gault formula in critical-care
patients. The second origin relies on the physiological mechanism associated to the Clgcus: if this
pro-drug is strongly fixed or if it is not only filtrated during the urinary excretion but also secreted or
reabsorbed, then the GFR cannot predict the variations of the CMS renal clearance. When the

CLcreat is fixed at 40mL/min and that only the inter-individual variability associated to the CLg cus is
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considered, the Css dispersion is also very important and only 2/3 of the patients are within the
therapeutic margin (Figure 4). The Monte Carlo simulations also highlighted the low impact of the

CLyrcms over the Css.

The Clgcus and the Clcoy are thus the two main parameters influencing the steady-state colistin
concentrations. Besides, it is probable that the GFR does not explain the CLgcuws On its own. Yet,
currently in practice, the CMS dosages are adapted according to the CLcreat and it was demonstrated
that more efficient Css could be reached thank to an alteration of the renal function (Figure 1). Using
bayesian analyses in order to adapt the CMS dose regimen would enable us to take into account the

influence of all the PK parameters and not only the renal function.

Currently, bayesian analyses performed from the trough concentration after the first administration
of the antibiotic provide an estimation of the Css with a bias of 29%, which is not satisfactory.
Adding early times of sample measurement after the first injection at 1h and 4h mainly brings
information regarding the volumes of distribution, which does not provide a better estimation of the
mean steady-state concentration. Nevertheless, performing bayesian analyses provides a better
estimation of the Css than when this concentration is calculated a priori, without considering any

time of measurement (bias of 45%).

Of note, the Monte Carlo simulations were performed from three different hypotheses. To simplify
the interpretations of this study, a special critical-care patient profile, for which creatinine clearance
was fixed at 40mL/min, was chosen. Fixing this covariate associated to CLg cvs allowed us to abandon
the variability associated to the differences regarding the patients' renal functions. Besides, the intra-
individual variability was not considered in the study to best describe the impact of the parameters.
Yet, in these critical-care patients, this variability is far from negligible and is not only related to the
renal function [2]. Considering this intra-individual variability in bayesian analyses would only

increase the mean bias over Css. Dosages must be repeated each time clinicians note clinical
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modifications in their patients. Finally, the third hypothesis suggested during these simulations
focuses on the dosing regimen. In order to be closer to the reference population model [2], the daily
dose of 6 MIU was administered in three injections every 8 hours. Nevertheless, the current
recommendations encourage to administrate CMS in two daily injections, with a loading dose before
[4]. When the administration occurs every 8 hours, the fluctuations over the colistin concentrations

are less important than if the administration occurred twice a day.

Conclusion

With the limits of the assumptions made for these simulations, a bayesian approach with
determination of the first residual colistin concentration should improve the accuracy of Css
prediction in ICU patients. Dosing the trough concentration after the first injection enables to predict
the Css with a mean bias of 24% which is not totally satisfactory but really better than an a priori

estimation.
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Figures legend

Figure 1: Simulated mean steady-state colistin concentrations according to CLcreat using typical CMS
and colistin parameters from the model described by Gregoire et al [2]. Three CMS dose regimen
were studied: 1 MIU (green line), 2 MIU (pink line) and 3 MIU (blue line) three times a day. Color

bands are associated to the optimal dose regimen to be used depending on the ClLcreat value.

Figure 2: Synthesis of the methodology and terminology used in this study.

Figure 3: Inter-individual variability observed regarding colistin concentrations according to time
after the administration of a dose of 2 MIU x 3/day in 1000 simulated patients with a CLcreat fixed at
40 mL/min. The blue line represents the median colistin concentrations and the grey zone the 90%

interval of fluctuation. The dashed line corresponds to the median estimated Css (3,2 pg/mL).

Figure 4: Colistin concentrations at steady state and distribution of Css when Clco, and Clygcms

evolve and when we consider the estimation error of CLg cus
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Table I: Mean biases calculated after bayesian analysis

Plasma sample after Plasma samples after Plasma samples after No plasmasample
8 hours 1and 8 hours 1, 4 and 8 hours
Mean bias Mean bias Mean bias Mean bias
CLnrcms 39% CLnrcms 33% ClLnrcms 30% Clnrcms 41%
Clcoli 30% Clcoli 30% Clcoli 30% Clcoli 37%
Vems 41% Vems 32% Vems 30% Vems 41%
Vcol 86% Vcol 49% Vcol 44% Vcol 86%
Clrcms 74% CLrcms 74% CLrcms 62% ClLrcms 95%
Css,avg 24% Css,avg 22% CSS,an 21% Css,avg 45%
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CHAPITRE III

Impact PK de I'administration du
CMS une fois par jour
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Points clés :

v'La colistine est administrée sous la forme de sa prodrogue inactive, le CMS, avec un schéma
posologique classique constitué d’une dose de charge de 9 MUI suivi d’'une dose d’entretien
adaptée a la fonction rénale du patient répartie en 2 a 3 injections par jour.

v" LUindex PK-PD décrivant le mieux I'efficacité de la colistine est le ratio AUCo.24n/CMI. En partant
de I'hypothese que la pharmacocinétique de la colistine est linéaire, le fractionnement de la
dose journaliere en une, deux ou trois administrations ne devraient pas avoir d’impact sur ce
ratio.

v' ’administration du CMS en une seule dose journaliére permettrait par ailleurs d’obtenir une
concentration résiduelle (Cmin) plus faible et limiter ainsi les risques de néphrotoxicité, associés
a une Cmin > 2.4 mg/L.

v' Afin de confirmer cette hypothése, la caractérisation de pharmacocinétique du CMS et de la
colistine chez des patients de réanimation recevant une dose de CMS adaptée a leur fonction
rénale en une seule injection journaliére était nécessaire.

v" Neuf patients présentant une infection 8 BGN multirésistant et une fonction rénale préservée ont
été enrolés dans I'étude et ont recu 9 MUI de CMS une fois par jour. Des prélevements ont été
réalisés juste avant la 1% et la 3°™¢ injection de CMS puis 1h, 3h, 5h, 12h et 24h aprés I'injection.
CMS et colistine ont été dosés par LC-MS/MS et un modéle de pharmacocinétique de population
constitué d’un compartiment pour le CMS et un compartiment pour la colistine a permis
d’analyser les données.

v Les résultats montrent une faible accumulation de la colistine entre le 1°" et le 3™ jour avec des
courbes superposées pour chacun des 9 patients.

v L'infection a été résolue chez les 9 patients et aucun effet indésirable n’a été rapporté.

v" A l'équilibre, la valeur typique de la concentration moyenne a I’équilibre en colistine était égale

a 4.3 mg/L et la valeur typique de la concentration résiduelle était égale a 1.7 mg/L.
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-
v" Bien gu’une étude avec un nombre plus élevé de patients soit nécessaire, 'administration du

CMS en une seule dose journaliére semble aboutir a une exposition en colistine efficace
associée a des concentrations résiduelles peu élevées, réduisant ainsi le risque de
néphrotoxicité. Des études in vitro afin d’étudier le risque d’émergences de résistances

bactériennes avec ce schéma posologique doivent également étre envisagées.

Ce travail a fait I'objet d’'une publication en cours d’écriture dont les résultats préliminaires sont présentés

dans les pages suivantes.
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INTRODUCTION

Colistin is an old antibiotic that has recently gained a considerable renewal of interest as the
last-line defense therapy against multidrug-resistant Gram-negative bacteria, and its
antimicrobial efficacy is hampered by its potential nephrotoxicity (1). It is administered as an
inactive prodrug, colistin methanesulfonate (CMS), starting with a 9MIU loading dose
(approximately 270 mg colistin base activity), followed by a daily dose (typically 9MIU in

patients with preserved renal function), divided into 2 or 3 administrations (2).

Yet because colistin efficacy is related to area under the curve (AUC) (3), daily dose
fractionation should not improve efficacy (providing colistin pharmacokinetics is linear) but
should increase trough concentrations (Cmin) and therefore nephrotoxicity, since this is

related to Cmin>2.4mg/1 (4).



22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

The aim of this study was to characterize the pharmacokinetics of colistin administered at

9MIU once daily in patients with preserved renal function.

MATERIALS AND METHODS

Study Population

The study was conducted between August 2016 and June 2017 in Laiko General Hospital, a
500-bed tertiary care hospital located in Athens, Greece. Subjects older than 18 years of age
who were receiving colistin once daily for presumed or confirmed infection caused by
multidrug resistant gram-negative bacteria were eligible for the study. Patients with
glomerular filtration rate (GFR) < 50 ml/min and patients with septic shock were excluded.
Pertinent information, including demographic characteristics, age, weight, height, underlying
diseases, type of infection, severity of sepsis, and serum creatinine were extracted from
medical records. The institutional review board of the hospital approved the study and

informed consent was obtained by all study participants.

Procedures

Patients were recruited on the day when colistin therapy was initiated. All study participants
received 9 million IU (MIU) of colistin once daily intravenously in an infusion lasting one
hour. On day 1, five blood samples were collected at pre-specified time points; 1h (that is
upon completion of the infusion), 3h, 5h, 12h and 24h after the start of the infusion. On day 3,
six samples were collected at Oh (that is immediately prior to the infusion), 1h (immediately
after the infusion), 3h, Sh, 12h and 24h after the start of the infusion. Blood samples, 10 mL

each, were collected using EDTA tubes and immediately placed in ice. They were centrifuged
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in a cold centrifuge at -5° C at 2500g for 10 minutes. Plasma was transferred to two eppendorf
vials and stored at -80° C until the time when colistin concentrations were determined. Plasma
samples were then assayed by liquid chromatography-tandem mass spectrometry (LC-

MS/MS), as previously described (5) with a lower limit of quantification (LOQ) of 0.15 mg/I.

Pharmacokinetic modeling

Differences in the molecular masses between CMS (1.632 g/mol) and colistin (1.167 g/mol)
were considered for biotransformation rate calculation. In the modeling, the estimated colistin
PK parameters were scaled to the unknow fraction of administered CMS formed into colistin

(fm).

CMS and colistin concentrations, as well as the interindividual variability (II'V), interoccasion
variability (IOV), and residual errors, were analyzed simultaneously using non-linear mixed-
effects regression (population approach) with Monolix Suite software program (v2016R1,
Lixoft, Orsay, France) using SAEM algorithm (6). The inter-individual variability of the PK
parameters was computed, assuming a log-normal distribution. The residual error was
evaluated to be additive, proportional, or both additive and proportional. The final model was
assessed by an inspection of the observed versus predicted concentrations, residual variability,

precision of parameter estimates and normalized prediction distribution errors (NPDE).

RESULTS
Patients

Nine patients were enrolled in this study; 6 males and 3 females with a mean age 69 * 16 year

(range: 41-87 years). Eight patients had confirmed infection and one presumed based on
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clinical criteria. The mean serum creatinine concentration was 0.64 + 0.25 mg/dL and the
mean creatinine clearance, as calculated using the Cockroft-Gault equation, was 109 + 38.3

mlL/min.

Pharmacokinetic analysis

Maximum observed CMS concentrations ranged from 17 to 55 mg/l (median value = 34 mg/1)
and from 25 to 62 mg/l (median value = 42 mg/l) at Day 1 and Day 3, respectively, while
minimal CMS concentrations were almost always below the lower limit of quantification 24

hours after the start of the infusion.

Concerning colistin, maximum observed concentrations ranged from 2.4 to 8.4 mg/l (median
value = 5.3 mg/l) at Day 1 and from 2.4 to 9.2 mg/l (median value = 7.8 mg/l) at Day 3, with
minimal value ranged from 0.1 to 3.7 mg/l (median value = 1.1 mg/l) and from 0.2 to 6.0 mg/1

(median value = 2.3 mg/l) at Day 1 and Day 3, respectively.

Observed and model predicted plasma concentrations versus time of CMS and colistin after
the 1st and 3rd CMS administrations are illustrated on Figure 1 for the 9 patients. Visual

inspection suggests limited inter-day variability.

A one-compartment model was sufficient to describe both CMS and colistin
pharmacokinetics and estimated PK parameters values are presented in Table 1. In some
patients the estimation of the late concentrations of CMS (12 hours after the start of the
infusion of CMS at Day 1 and at Day 3) was biased which is notice by the relatively high
residual variability for CMS concentrations (33.5 % proportional and 0.64 mg/l additive)

(Table 1) and the observation of the NPDE (supplemental material). Median CMS volume of
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distribution (Vcms) was estimated at 12.6 L. Median total CMS clearance (CLcvs) was equal
to 118 ml/min, with a resulting CMS elimination half-life equal to 1.2 h. The inclusion of
inter-individual variability, as the inclusion of body weight and creatinine clearance as

covariates did not improve the modeling for both Vcys and CLeys.

Based on the model, the median predicted Cmax of CMS after the end of the first infusion
was 34.9 mg/l (Table 2). No accumulation was observed, with residual CMS concentrations
below the limit of quantification and Cmax of CMS also equal to 34.9 mg/I after the third

injection.

For colistin concentrations, inspection of the observed versus predicted concentrations (Figure
1), residual variability (49.4% proportional, Table 1), precision of parameter estimates (<
20%, Table 1), and normalized prediction distribution errors (which follow a normal
distribution, centered on zero with a standard deviation equal to 1, supplemental material) are

satisfactory.

The interindividual variabilities in colistin PK parameters were relatively large (CV = 25%

and 41% for Vcol/fm and CLcol/fm, respectively, Table 1).

The median values of colistin apparent volume of distribution (Vcol/fm) and apparent
clearance (CLcol/fm), with fm corresponding to the fraction of the administered CMS
converted in colistin, were estimated at 60.7 L and 66.7 ml/min respectively, with a

corresponding elimination half-life equal to 8.4 h, that is much higher than that of CMS.
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The typical Cmax after the first and the third administration of CMS were predicted at 6.2
mg/l and at 7.3 mg/l, respectively, reflecting a small accumulation of the active metabolite.

The typical time to achieve these concentrations (Tmax) was equal to 4 h.

Discussion

It is now widely admitted that colistin treatments should start with a loading dose, typically 9
MIU of CMS, followed by a maintenance dose equal to 9 MIU daily for patients with
preserved renal function, given in 2 or 3 administrations (7-11). But this is the first study

describing CMS and colistin pharmacokinetics after once daily administrations of CMS.

Therefore, these new data can only be directly compared with those previously published after
patients received a 9 MIU loading dose (11). However, between studies comparisons are
important since CMS and colistin PK in ICU patients vary extensively between individuals (8,
12) but also between brands (2). Yet because there is no evidence of concentration
dependency of colistin PK both in animals (13) and human, concentrations may be

normalized to dose for comparisons purpose.

However, precise comparisons between studies are difficult because of differences in study
design and patient characteristics, particularly for renal functions. Table 2 compare data of PK
parameters with previous population PK studies conducted with various dose regimen,

various brand of CMS and in critical care patients with different renal functions (7, 8, 11, 12,

14).

Concerning colistin, the apparent clearance of colistin of the present study (77.2 ml/min) is
close to be half those described in Plachouras et al. (152 ml/min) (7), Garonzik et al. (207
ml/min) (8) and Karaiskos et al. (126 ml/min L) (11) reports. The apparent volume of

distribution is lower in the present study (56.1 L) than in the other studies (Table 2) (7, 8, 11,

6
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14). These differences in primary PK parameters impact the computed colistin elimination
half-life which is shorter in the present study (8.6 h) than in those conducted in ICU patients
with preserved renal function (14.4 h (7) and 11.2 h (11)). This value is similar to those
reported by Garonzik et al. (9.2 h (8)) but much higher than those reported by Grégoire et al.

(3.2 h (12)) in patients with impacted renal functions.

Table 2 also summarized colistin maximal concentrations and time to achieve these
concentrations after 60-min infusion of a loading dose of 9 MIU of CMS. Colistin Cmax is
closed in the present study (6.2 mg/l) and in Grégoire et al. (9.4 mg/l (12)) but three fold
higher than in the simulations made by Plachouras ef al. (1.8 h (7)) and the study conducted

by Karaikos et al. (2.3 mg/1 (11)).

These discrepancies could be linked to the analytical methods or potential hydrolysis during
the pre-analysis phase which may lead to artificially high colistin concentrations at early
sampling times but seems rather related to the brand-to-brand variability in the composition of
CMS formulations (15, 16). The last publication from Karaiskos et al. (11) have then shown
that a lower total availability of all CMS doses was administered in the earlier study from
Plachouras et al. (7) : the total availability was estimated to be 61 % compared to the
formulation used in the more recent study. The authors explained that these differences were
linked to a higher proportion of the A and B forms in more recent CMS formulations;
consequently, both the CMS A plus B and the colistin A plus B concentrations will be higher

in the new study.

Beyond the differences in PK parameters, efficacy and safety of the administration of CMS

once daily have to be considered.
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As previously mentioned, it has been reported that steady state average colistin concentration
(Css) values should be higher than 2 mg/l to be effective (2). These target derives from the
pharmacokinetic/pharmacodynamic indices to reach target values determined in a mouse
thigh infection model (ratio of the area under the unbound concentration-time curve to the
MIC [fAUC/MIC] of about 12) for bacteria with an MIC lower than 2-4 mg/l (3). In the
present study, the mean colistin Css is equal to 4.3 mg/l with minimum and maximum values

equal to 1.5 mg/l and 7.6 mg/l, respectively.

PK of colistin was described to be linear in all the previous studies (7, 8, 11, 12), so changes
in dose regimen should not impact AUC,4, values at steady state. Table 3 reports the
estimation of colistin AUC.,4p at steady state and the associated Css calculated with the PK
parameters of the different studies previously cited, for a ICU patient with a preserved renal
function (CLcg, 82 ml/min) and a body weight equal to 80 kg. Estimations were realized
using the dose regimen the most applied in each study, even when the dose regimen was

freely chosen by physicians (8, 12).

However, these results highlight a higher Css in the present study (4.3 mg/l) than in previous
studies (between 1.6 and 3.4 mg/l (7, 8, 11, 12). This could be linked to the lower CL q/fm
calculated in this study, as Css is linked to CLcol/fm (Css = (fm x dose)/CLcol) and may
suggest a non-linearity of colistin elimination with higher doses even if the number of patients

in the present study is far too low to make this conclusion.

Nephrotoxicity is the main adverse effect reported with the use of colistin and is considered to
be dose dependent (17). Colistin-associated nephrotoxicity usually occurs within the first 5
days of treatments and is reversible upon cessation of treatment (18). It has previously been

reported that a residual concentration of colistin > 3.3 mg/l on day 7 of the treatment or > 2.4
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mg/1 at the end of the treatment was a predictor for acute kidney injury (AKI) (19). Later, the
same group of investigators reported results of a small prospective validation study (64
patients) in which they assessed the trough plasma colistin concentration breakpoint of 2.42
mg/1 (20). More recently, a study conducted in 214 critical care patients by Forrest et al. (4)
revealed that rates of AKI were substantially higher when average steady-state plasma colistin
concentration was greater than ~ 2 mg/l. This study pointed the very low therapeutic window
of colistin and the need to monitor both colistin residuals concentrations and creatinine

values, as it was already described (21, 22).

Simulations with actual parameters and a dose regimen of 9 MIU q24h showed that 77.9 %
and 64.8 % of the simulated profiles had a residual concentration of colistin on day 7 of the
treatment < 3.3 and 2.4 mg/l, respectively with a typical value equal to 1.8 mg/l (Table 4).
These simulations have also been applied with different dose regimen (3MIU g8h and 4.5
MIU ql12h), considering colistin PK was linear, and showed higher typical values of residual
concentrations of colistin, equal to 3.7 mg/l and 3.2 mg/l, respectively, resulting in a higher

risk of nephrotoxicity.

Considering the difficulties to achieve Css below 2 mg/l when CMS is administrated twice or
three time a day, the administration of CMS once daily could be considered as an effective
alternative. Complementary experiments are now needed in larger number of patients to
provide a better characterization of colistin clearance and to ensure this dose regimen did not

improve colistin toxicity and bacterial resistance.
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Figure 1 : CMS (triangles) and colistin (squares) observed plasma concentrations (Conc.) in 9
patients after first (full markers) and third (empty markers) CMS administration. Solid line
and dashed line represents predicted concentrations for these patients after the first and the

third dose, respectively.

12



Tables

Table 1: Population pharmacokinetic parameters

Drug and parameter” Typical value Interindividual
(RSE%)" variability CV%
(RSE%)*
CMS
Vewms (liters) 12.6 (8) -
CLcps (ml/min) 118 (10) 25 (28)
Colistin
Veol/fm (liters) 56.1 (8) -
CLco/f (ml/min)  77.2 (15) 41 (26)
Residual error type Proportionnal CV%  Additive (mg/l)
(RSE%)"
CMS plasma 33.5(13) 0.64 (16)
Colistin plasma 49.4 (8)

* Veums, volume of distribution of CMS; CLowms, total clearance of
CMS; Vo, volume of distribution of colistin; fy,, fraction of the CMS
dose not excreted unchanged that is converted into colistin; CLc,
total clearance of colistin.

® RSE, relative standard error (expressed as a percentage)

“ CV, coefficient of variation

13



Table 2: Pharmacokinetic parameters across studies

Plachouras et al., Garonzik et al., Gregoire et al., Karaiskos et al., Present study,
2009 2011 2014 2015 2017

ICU patients* with ICU patients with ICU patients with ICU patients with slightly

Patients with preserved

Population preserved renal various renal various renal impacted renal function and .
. . . b renal function
function function function adm. of a LD
listate; MS; li ine;
Colistin; Colis a.e, CMS; Co 1.m yc1nei Colistin; Colistin;
Atlantic Paddock Sanofi-Aventis,
CMS brand Norma, Norma, Norma,
Greece Pharm Co., Inc., NY, France Greece Greece
Thailand, USA
dose regimens dose regimens OMIU
Dose regimen 3MIU g8h freely chosen by freely chosen by +4.5MIU a12h 9 MIU q24h
physicians physicians ' d
Primary parameters
CLcms (ml/min) 228 116 110 147 118
Vems (L) 13.5 15.9 15.7 1.42 12.6
Vp,cms (L) 28.9 18.7 - 12.5 -
CLcol/fm (ml/min) 152 207 94.3 126 77.2
Vcol/fm (L) 189 165 25.7 122 56.1
Secondary parameters
t1/2 cms (h) 2.1 3.5 1.6 1.7 1.2
t1/2 coli (h) 14.4 9.2 32 11.2 8.4
Peak characteristics after the first injection
. 3 MIU 9 MIU 9 MIU
D t 1* injecti ’ MIU MIU
osedt L mjection normalized to 9 MIU (simulations) (simulations) ? ?
CMS
Cmax (mg/l) 24 29 29 24 41
Colistin
Cmax (mg/l) 1.8 1.6 94 2.3 7.3
Tmax (mg/l) 7 7 3 7 4

*ICU, intensive care unit patients; ®1LD, loading dose

14



Table 3: Secondary steady state pharmacokinetic parameters across studies in a typical Plachouras patient (i.e., CLcgr, 82 ml/min, and body
weight, 80 kg)

Plachouras et al., Garonzik et al., Gregoire et al., Karaiskos et al., Present study,

2009 2011 2014 2015 2017
S A ICU patients with ) .
. ICU patients” with ICU patients with ICU patients with slightly impacted Patients with
Population preserved renal . . . . . preserved renal
. various renal function  various renal function renal function and .
function b function
adm. of a LD
Dose regimen used 3MIU g8h 3 MIU gsh 3 MIU g8h OMIU 9 MIU q24h
in the study q 4 4 +4.5MIU q12h q
Colistin parameters at steady state
AUC,.
024 52.4 38.6 82.0 61.8 104
(mg/L.Lh™)
Css (mg/1) 2.2 1.6 34 2.6 4.3
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Table 4 : Differences in residual concentrations at steady state for three different dose

regimens (typical values and 1000 simulations realized with actual calculated PK parameters))

3 MIU q8h 4.5 MIU ql12h 9 MIU g24h
typical value typical value typical value
Cres (mg/1) 3.7 3.2 1.7

Safety (based on 1000 simulations)

%  Patients  with

41. _ _
Cres <33 mg/l 6 % 54.1 % 77.9 %

%  Patients  with

Croe < 2.4 mg/l 233 % 36.8 % 64.8 %
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Supplemental material

S1: CMS and colistin npde
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CHAPITRE IV

Etude de l1a PK de la colistine chez
le patient atteint de
mucoviscidose
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Points clés :

v Les patients atteints de mucoviscidose sont sujets a la colonisation de leurs voies respiratoires
par des bactéries multirésistantes, fréquemment controlée par I'usage d’aérosols contenant du
CMS. Le recours a 'utilisation du CMS par voie intraveineuse est parfois nécessaire.

v/ Cette population présente des particularités physiologiques conduisant généralement a une
sous-exposition aux traitements anti-infectieux et nécessitant des ajustements posologiques
par rapport a la population standard.

v Le but de cette étude était de caractériser la pharmacocinétique du CMS et de la colistine aprés
administration de CMS par aérosol et par voie intraveineuse chez les patients atteints de
mucoviscidose.

v Six patients 4gés de 21 a 30 ans et présentant une fonction rénale normale ont été enrélés dans
I’étude. Leurs concentrations en CMS et colistine ont été étudiées apres administration répétées
de CMS par aérosol ainsi qu’apres une dose unique de CMS par voie intraveineuse.

v La clairance rénale du CMS est apparu plus faible chez les patient atteints de mucoviscidose en
comparaison des volontaires sains tandis que la clairance apparente de colistine était quant a
elle plus élevée conduisant a une sous-exposition en molécule active.

v' Aprés administrations répétées de CMS par aérosols les concentrations en colistine étaient trés

faibles dans le plasma et trés élevées au niveau pulmonaire.

r
v' Cette étude suggére que lutilisation de CMS par aérosols chez les patients atteints de
mucoviscidose permet d’obtenir une meilleure exposition locale en limitant les effets
indésirables systémiques. Lorsque le CMS est administré par voie IV chez ces patients, les
concentrations en colistine sont diminuées de 34 % par rapport a celles décrites chez le
volontaire sain conduisant a la nécessité d’utiliser cette molécule en associations thérapeutique.

\
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Ce travail a fait I'objet d’'une publication soumise dans Journal of Cystic Fibrosis en septembre 2018 et

présentée dans les pages suivantes.
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Synopsis:

Objectives. Colistin, administered as the prodrug colistin methanesulphonate (CMS), is an
antibiotic frequently administered as aerosol in cystic fibrosis (CF) patient. Our aim was to
assess the plasma PK of colistin in CF patients treated with CMS administered intravenously
or as aerosol and to compare these results with those previously reported in healthy

volunteers.

Methods. Six (6) CF patients were included, CMS and colistin concentrations were measured
in plasma, urine and sputum. either after single intravenous administration or after repeated
nebulizations of CMS. PK of CMS and colistin were assessed by a mixed effect modelling

approach.

Results. Renal clearance of CMS was lower in CF patients compared to that previously
reported in healthy volunteers (64.3 mL/min vs. 103 mL/min). However, apparent clearance
of colistin was higher in CF patients compared to healthy volunteers (124 mL/min vs. 48.7
mL/min), resulting in reduced systemic exposure to colistin (dose normalized AUC of
3.7 hmg/L/MIU vs. 5.6 h.mg/L/MIU). After repeated nebulizations, colistin concentrations
were very low in plasma (<0.21 mg/L) and variable but always higher in sputum (Cmax

between 3 and 37 mg/L).

Conclusions.

Systemic exposure to colistin after IV administrations of CMS was 34% lower in CF patients
compared to that previously reported in healthy volunteers, suggesting that effective
concentrations of colistin should be difficult to reach in CF patients by IV. Nebulizations of

CMS 2 MIU q12h led to low colistin plasma concentrations and high sputum concentrations,

2



43 suggesting better pulmonary efficacy against local colonization and lower systemic adverse

44  events than intravenous administrations.
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Introduction

Colistin occupies an important place for the treatment of infections caused by multidrug
resistant Gram negative bacteria, especially in cystic fibrosis (CF) patients persistently
colonized by Pseudomonas aeruginosa. The pharmacokinetics (PK) of colistin, which is
administrated as the prodrug colistin methanesulphonate (CMS), has been described in
healthy volunteers [1], critically ill patients [2-8] and CF patients [9-12]. However these
results are difficult to compare, due to a potential brand effect as shown in rats [13], to

differences in samples processing and bioanalytical methods [14].

Administration of CMS directly into the lung of CF patients by means of nebulization devices
rely on the hypothesis that colistin concentrations at the site of action and then antimicrobial
efficacy should be increased, whereas systemic concentrations and toxicity should be
decreased compared with intravenous administration of CMS. Studies in rats [15-17], sheep
[18], as well as in critically ill patients [19] have confirmed this hypothesis. Initial studies in
CF patients seem also consistent with these observations[11, 12], but it should be interesting

to confirm these results using different CMS brands and nebulizers.

Our primary objective was to assess the effect of CF on colistin PK by comparing PK
parameters values with those previously estimated in healthy volunteers, after intravenous (iv)
administration of the same CMS brand (Colimycin®) and using the same analytical assay.
Our secondary objective was to assess colistin concentrations and PK in plasma and in

sputum after repeated inhalations of CMS.

Material and Methods
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Study population

The analysis was performed in 6 ambulatory adults (> 18 years) CF patients with proven
colonization of their respiratory tract with Pseudomonas aerugninosa. The study protocol was
approved by the local ethical committee (CPP Ouest III, 11.03.09). At study onset, the
following data were collected: age, sex, weight, and creatinine clearance calculated according
to the Cockroft-Gault formula [20]. During the study period patients were administered all

routine medications, of which other antibiotics, required for the management of their CF.

CMS administration

The study flow-chart is summarized on Figure 1. During 14 days patients were nebulized with
2 Million International Unit (MIU) (equivalent to approximately 60 mg of CBA) of CMS
(Colimycine®, Sanofi, Paris, France) every 12 h. For aerosol administration CMS powder
was dissolved in 6 mL of sterile 0.9% saline solution and immediately nebulized via a LC Star
nebulizer connected to a Pari Turbo Boy N compressor (Pari, Starnberg, Germany) over
10 min. For IV administration 2 MIU of CMS (Colimycine®, Sanofi, Paris, France) powder
was dissolved in 50 mL of sterile 0.9% saline solution and immediately administered as a 1 h
infusion. Following IV infusion the line was flushed with 5 mL of physiological saline to
ensure complete dose administration. On Day 7 patients were randomized to receive either IV
(n=6 patients) or aerosol (n=6 patients) administration, on Day 14 they were treated by the

other route of administration (Figure 1).

Sampling procedures

Plasma samples. Determinations of colistin and CMS concentrations in plasma were

performed on days 7 and 14 immediately before and at 0.50, 1.0, 1.5, 2, 3,4, 6,9 and 12 h

5
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after starting nebulization or infusion. Samples were immediately centrifuged (3 000 g, 10

min) at 4°C and plasma was stored at -20°C until analysis.

Sputum samples. Determinations of colistin and CMS concentrations in sputum were
performed on days 7 and 14 in three samples obtained during time intervals 0.5-1 h, 4-6 h and
8-12h after CMS administration. Sputum expectorations were promoted by chest
physiotherapy, collected in 50 mL polypropylene vials, weighted and stored at -20°C until

analysis.

Urine samples. Only CMS was assumed to be excreted in urine[1]. On days 7 and 14 urine
was collected over 0-12 h post dosing for evaluation of CMS concentrations. Samples were

stored at -20°C until analysis.

Colistin and CMS assay

Plasma and urine samples were assayed by a validated LC/MS-MS method[21]. Sputum
samples were liquefied using an Ultra-Turrax homogenizer (KA®-Werke GmbH & Co. KG,
Germany), completed up to 10 mL with water, spiked with blank plasma (20% vol/vol), and
then assayed as for plasma or urine. Briefly, polymyxin B1 was used as internal standard,
CMS concentrations were obtained by subtracting colistin concentrations measured without
samples hydrolysis, to those measured after complete hydrolysis of CMS into colistin with
sulfuric acid. After extraction on a solid-phase extraction column colistin components were
separated on a C18 column with a 0.1% (vol/vol) formic acid in acetonitrile-0.1% (vol/vol)
formic acid in water (20:80, vol/vol). Ions were detected in a turbo-ion spray-positive and

multiple-reaction-monitoring modes (Waters Micromass Quattro micro-API quadripole
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tandem mass spectrometer). Limits of quantifications were 0.02 mg/L for CMS and 0.01

mg/L for colistin in plasma, urine and sputum.

Population PK modeling

The pharmacokinetic (PK) analysis was performed using CMS and colistin concentrations
measured in plasma and CMS concentrations measured in urine. It was chosen not to include
sputum concentrations in the model because of their large variability (up to a 100-fold
difference at a given time) and because concentrations in sputum after IV administration
could not be accurately assessed due to relatively high residual concentrations from previous
nebulization. Data were modeled simultaneously using a non-linear mixed-effect model, with
Monolix Suite software program (v2016R1, Lixoft, Orsay, France). Concentrations below the

limit of quantification were handled with the Beal M3 method [22].

The structural model is presented on Figure S1. Parameters characterizing the exchanges
between lung and systemic compartments are defined in Table 1. After nebulization, a
fraction Fp,u of the CMS dose reached systemic compartments. For modelling, this fraction of
the dose was introduced in a depot compartment (CMS lung) before either systemic
absorption as CMS, or presystemic conversion into colistin (compartment ‘“colistin lung” on
Figure S1). CMS and colistin were absorbed from lung to plasma following first order
kinetics of constants kacys and kago, and the presystemic conversion of CMS into colistin
within lung was assumed to follow a first order kinetic, whom the constant was previously
estimated (k,=0.13 h'l) [19]. From central compartment it was assumed that CMS was

eliminated either by renal clearance CLrcys, or by non-renal clearance CLnrcys. The non-
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renal clearance of CMS may not correspond to a complete conversion of CMS into
colistin[23]. As the fraction of CLnrcys that actually corresponded to a conversion of CMS
into colistin (f,) was unknown, PK parameters estimated for colistin were apparent. Colistin
was eliminated from systemic compartment with an apparent clearance CL/fn. It was
assumed that only CMS was excreted in urine [1, 24], differences in molecular weights
between CMS (1632 g/mol) and colistin (1167 g/mol) were considered for biotransformation
rates calculations in plasma. Typical maximal concentrations (Cmax), terminal half-lives (t;)
and areas under the curve of concentrations (AUC) were calculated by simulations in Berkley
Madonna software (version 8.3.18, Berkeley Madonna Inc., University of California,

Berkeley, CA, USA).

The interindividual variabilities were assumed to be log-normally distributed, the residual
error was tested as additive, proportional or combined for plasma and urine data . Estimation
of intra-individual variability on plasma parameter was tested. According to previously
published results [2, 8] the relationships between CLrcys and creatinine clearance and
between body weight and Vcys were assessed. Model performances were assessed by visual
inspection of diagnostic plots, evaluation of the residual error and precision of parameter

estimates.

Results

Two (2) females and 4 males were enrolled; median (min-max) age was 22 yrs (21-30), body

weight 61 kg (48-68) and creatinine clearance 120 mL/min (86-129).
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Ninety (90) percent confidence intervals adequately overlapped observed concentrations in
visual predictive check (Figure 2). Normalized prediction distribution errors over time (Figure
S2) were evenly distributed around 0. Residual variability was low on colistin concentrations
in plasma and moderate on CMS concentrations in plasma and urine (Table 1). Precision on
parameter estimates was good with relative standard errors lower than 26% except for the
absorption constant of colistin (kac.) that could not be accurately estimated (RSE=85%) but
that anyway was low (0.02 h™). Interindividual variability could be estimated for all
parameters, except the non-renal clearance of CMS. No intra-individual variability could be

estimated.

Table 1 presents final parameter estimates. No significant relationship was elicited between
body weight and the systemic volume of distribution of CMS and between the clearance of
creatinine and the renal clearance of CMS. Volume of distribution of CMS was 11.4 L, its
renal clearance 64.3 mL/min and its non-renal clearance 60.3 mL/min. The final model
predicts that after IV administration of CMS 51% of the dose was excreted in urine. After IV
administration of CMS 2 MUI, typical maximal plasma concentration of CMS was 9.8 mg/L
and typical terminal half-life was 1.1 h (Figure 2, Table 2). The apparent volume of
distribution of colistin (Vcol/fm) was 26.1 L and its apparent clearance (CLcol/fm)
124 mL/min. After IV administration of CMS 2 MUI, typical maximal plasma concentration

of colistin was 1.1 mg/L and terminal half-life was 2.4 h (Figure 2, Table 2).

PK parameters obtained after IV administration of the same CMS brand (Colymicin®) to

healthy volunteers are presented in Table 2.

After nebulization of CMS 2 MUI it was estimated that less than 9.3% of the dose was

available for systemic absorption. Typical maximal concentrations of CMS and colistin in

9
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plasma were about 0.3 mg/L and 0.1 mg/L (Figure 2). Concentrations of CMS and colistin
measured in sputum after repeated nebulizations of CMS are presented on Figure 3. In sputum
maximal concentration of CMS was observed in the first sample, i.e 0.5-1h after nebulization,
and ranged between 9 and 746 mg/L, then concentration of CMS in sputum declined with an
half-life of 1 h. Maximal concentrations of colistin in sputum ranged between 3 and 37 mg/L
with a large inter-individual variability (Figure 3), then they declined with an half-life of

about 3 h.

Discussion

Compared to healthy male volunteers (7349 kg) intravenously administered with the same
brand of CMS (Colymicin®), mean maximal concentrations (Cmax) of CMS, normalized to
the dose, were similar in CF patients (4.9 mg/L vs. 4.8 mg/L). The terminal half-life was
shorter in CF patients (1.1 h vs. 2.0 h) but as the number of phases of decay was different (one
vs. two), the comparison is difficult. Total clearance of CMS was slightly lower in CF patients
compared to healthy volunteers (125 mL/min vs. 148 mL/min), but the renal clearance was
markedly lower (64.3 mL/min vs. 103 mL/min). The lower CMS renal clearance in CF
patients was unexpected because creatinine clearance values of the included CF patients were
normal (>86 mL/min), and because usually renal clearance of drugs is increased in CF
patients [25]. However, as CMS undergoes secretion in kidney [26], which is not reflected by
the clearance of creatinine, it is possible that in CF patients this transport would be altered

[27]. As renal clearance of CMS strongly affects colistin ~ PK

CLnrcms Dose . . . .
= X 28], this 40% reduction in CF patients compared to
col CLrCMS+CLanMS CLCCO]/fm) [ ] > ¢ p p

(AUC

healthy volunteers should be further explored.
10
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Because of the decreased renal clearance of CMS (CLrcyms), the fraction of CMS dose
converted into colistin should be increased in CF patients (1-fe = 49% vs 30%). However,
apparent clearance of colistin (CL./fn) was 2.5-folds greater in CF patients than in healthy
volunteers, which more than compensated the lower CLrcyvs. Indeed, colistin concentrations
were decreased in CF patients compared to healthy volunteers, with dose normalized Cmax
and AUC 33% and 34% lower (Table 2). This is in agreement with the low concentrations
commonly measured in our laboratory during therapeutic drug monitoring of colistin in CF
patients. Moreover, using another brand of CMS (Colistin Link®), after IV administration
Yapa et al. [12] reported exposure to colistin even lower (dose normalized AUC 2.5-folds
lower than in the present study). After IV administration of CMS, it seems difficult to reach
the target for effective average colistin concentrations (Cav=AUCy.24/24 above 2 mg/L) in CF
patients, even with a high 12 MIU daily dose, and dose recommendations published for other
patients such as ICU patients [2] are most likely insufficient for CF patients. The higher
CLcol/fy, in CF patients compared to healthy volunteers could be due either to a higher CL
or to a lower fy,,. Since colistin is a polypeptide, a high CL., in CF patients could be due to the
elevated protease levels observed in these patients [29]. However, the metabolism of colistin
is mostly unknown and this hypothesis has to be verified. A lower f,, would significate that
the fraction of CMS converted into metabolites other than colistin is greater in CF patients
than in healthy volunteers. As the in vivo hydrolysis of CMS is poorly known, this hypothesis
has also to be explored. Another explanation to be explored for lower total concentrations of
colistin in CF patients compared to healthy volunteers could be a lower protein binding of

colistin.

After nebulization less than 10% of the CMS dose reached the systemic circulation, this result

is consistent with those reported by Yapa et al in CF patient [12] and by Boisson et al. in
11
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critically 1ill patients [19], although delivery systems were different (other conventional
nebulizer system and vibrating-mesh nebulizer respectively). As for Yapa et al.,
concentrations of colistin measured in plasma after nebulization were low (<0.21 mg/L).
Therefore, the systemic toxicity after repeated nebulizations of CMS 2MIU q12h should be
reduced compared to IV dosing, especially nephrotoxicity. After repeated nebulizations of
CMS 2MIU, concentrations of colistin in sputum were high (Cmax ranging between 3 and
37 mg/L, Figure 3), which is in accordance with colistin concentrations reported by Yapa et
al. after a single nebulization of CMS 2MIU (colistin concentrations between 1 and 10 mg/L).
However, the effective concentrations of colistin in sputum remained to be defined [12, 14,

30, 31].

Conclusion

Whereas the renal clearance of CMS was 38% decreased in CF patients compared to healthy
volunteers, which should result in higher colistin concentrations, the apparent clearance of
colistin was increased by 155%, resulting in an exposure to total concentrations of colistin
34% lower in CF patients. This suggests that regular ICU dosage recommendations for IV
administrations of CMS (9 MIU/day) are most likely insufficient for CF patients, but toxicity
of higher doses has to be assessed in CF patients. Nebulizations of CMS 2 MIU q12h led to
low colistin plasma concentrations (<0.21 mg/L) and high sputum concentrations (Cmax
ranging between 3 and 37 mg/L), thus suggesting better efficacy and lower adverse events

than IV administrations for treatment of lung infections.
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Table 1. Population pharmacokinetic parameters

Description Unit Typical value (RSE) BSV CV% (RSE)
CMS plasma
Veums (L) Systemic vol. of distribution L 11.4 (8%) -
CLrcms Renal clearance mL/min 64.3 (15%) 25 (34%)
CLnreys Non renal clearance mL/min 60.3 (15%) -
Colistin plasma
Vot Systemic vol. of distribution L 26.1 (17%) 26 (38%)
CL.o/fm Apparent clearance mL/min 124 (13%) 16 (29%)
CMS sputum
Fpu Fractional dose available for systemic disposition % 9.26 (26%) 60 (32%)
kacums First order rate constant for CMS lung absorption 1/h 0.354 (14%) 32 (28%)
ke Rate constant for CMS conversion in sputum 1/h 0.130 * -
Colistin sputum
kay First order rate constant for CMS lung absorption 1/h 0.020 (85%) -

Proportional residual error (%)

CMS plasma 48% (8%)
Colistin plasma 30% (6%)
CMS urine 41% (24%)

* fixed value from the study of Boisson et al. [19]

14



Table 2. Comparison of PK parameters between CF patients and healthy volunteers

intravenously administered with the same brand of CMS.

Healthy volunteers treated
with IV Colimycin® 1MIU

Present study:
CF patients treated with IV

[1] Colimycin® 2MIU
CMS
CL (mL/min) 148 125
CLrcums (mL/min) 103 64.3
1-fe 0.30 0.49
Veews (L) 8.9 11.4%
Vpewms (L) 5.1 -
Cmax (mg/L) 4.8 9.8
Dose normalized Cmax (mg/L/MIU) 4.8 4.9
tin (h) 2.0 1.1
Colistin
CLo/fn (mL /min) 48.7 124
Vel (L) 12.4 26.1
Cmax (mg/L) 0.83 1.12
Dose normalized Cmax (mg/L/MIU) 0.83 0.56
Dose normalized AUC (h.mg/L/MIU) 5.6 3.7
tin (h) 3.0 2.4

* 1 compartment model
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Figure 1: Study flow-chart
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Figure 2: Observed CMS and colistin concentrations along with model visual predictive check
(median and 90% confidence interval) after IV or nebulization treatment with CMS 2MIU

administered at steady-state (CMS 2MIU nebulization q12h)
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Figure 3: Observed CMS (open squares) and colistin (filled triangles) concentrations in
sputum after repeated nebulization of 2 MIU of CMS
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Supplemental material

Figure S1: Structural pharmacokinetic model
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Figure S2. Normalized prediction distribution errors over time (h) for CMS concentrations in

plasma and urine and for colistin concentrations in plasma.

e

3

L
14
$oo
€.
>




CHAPITREV

Utilisation de la colistine en
pédiatrie

Pharmacocinétique et Suivi Thérapeutique Pharmacologique de la Colistine 177



Pharmacocinétique et Suivi Thérapeutique Pharmacologique de la Colistine 178



Points clés :

v' Actuellement, les doses pédiatriques de CMS recommandées par I'European Medicines Agency
sont de 75.000 a 150.000 Ul/kg/jour a administrer en 2 3 4 injections.

v' De nombreuses études ont toutefois montré que ces doses étaient insuffisantes pour obtenir
des concentrations efficaces en colistine.

v' Deux études ont rapporté |'utilisation de doses entre 200.000 et 225.000 Ul/kg/jour jusqu’a 93
jours consécutifs chez des enfants de 4 mois a 14 ans souffrant d’infections sévéres sans avoir
rapportés d’effets indésirables suggérant la possibilité d’augmenter les doses recommandées.

v La population pédiatrique présente de nombreuses particularités physiologiques. Toutefois, en
I"absence de pathologie particuliere, la fonction rénale est similaire a celle de I'adulte a partir de
I’age de 12 mois et devient méme transitoirement plus importante peu avant la puberté. Les
doses d’entretien de colistine étant calculées en fonction de la clairance de la créatinine et non
en fonction du poids ou de I’age, il n’existe théoriquement aucun rationnel a diminuer les
posologies chez I’enfant.

v' Le cas clinique présenté ci-aprés rapporte le cas d’un jeune gargon de 8 ans, pesant 25 kg pour
1.35 m, traité par CMS a la dose de 360.000 Ul/kg/jour (soit 9 MUI/jour) pour une infection
osseuse.

v/ La concentration moyenne en colistine a I’équilibre était de 1.0 mg/L et aucun effet indésirable

n’a été décrit au cours du traitement.

v" Bien que des études a plus grandes échelles soient désormais nécessaires, ce cas suggére que

I’utilisation d’une posologie adulte chez I’enfant devrait étre envisagée.
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Les travaux en pédiatrie réalisés au cours de cette these ont fait I'objet :

e D’un cas clinique publié dans Clinical Microbiology and Infection en avril 2018 et présenté

dans les pages suivantes

o D’une lettre a I’éditeur publiée dans Clinical Infectious Diseases en février 2018 et présentée

en Annexe |l
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Letter to the Editor

Pharmacokinetics of colistin in a 8-year-old child with acute bone infection

Colistin pharmacokinetics (PK) has been recently extensively
revisited [1,2], but limited and sometimes conflicting information
is available for paediatric patients [3]. Further, the dosing regimen
currently recommended for children by the European Medicines
Agency (EMA) for the colistin methanesulfonate (CMS) prodrug
(75 000 to 150 000 IU/kg per day) seems likely to result in subop-
timal colistin plasma concentrations [3].

We report the case of a 8-year-old boy weighing 25 kg, 1.35 m in
height and a plasma creatinine of 35 pmol/L, corresponding to a
creatinine clearance (CLcr) estimated at 103 mL/min according to
the Schwartz estimate. The boy had an open fracture of the right fe-
mur resulting from a bicycle accident. Bacteriologic samples during
the surgical procedure revealed the presence of a Pseudomonas aer-
uginosa metallo-carbapenemase sensitive to colistin. The patient
received CMS as Colimycin at a dose of 3 MIU, approximately 90
mg colistin-based activity, every 8 hours (360 000 IU/kg per day,
corresponding to 10.80 mg colistin-based activity/kg per day),
infused intravenously over 60 minutes. Four blood samples were
collected after the tenth infusion on day 4 for determinations of to-
tal colistin and CMS concentration in plasma [4], followed by their
simultaneous PK analysis by Monolix Suite 2016R1 software (Lixoft,
Orsay, France). Differences in molecular weight between CMS (1632
g/mol) and colistin (1167 g/mol) were considered for PK calcula-
tions. Satisfactory data fitting was obtained with a one-
compartment model for both compounds (Fig. 1). Although the
CMS daily dose (360 000 IU/kg per day) was more than twice the
higher recommended dose (150 000 IU/kg per day) and equivalent
to the adult daily dose (9 MIU per day) for a patient with preserved
renal function, measured colistin plasma concentrations were rela-
tively low, fluctuating between 0.5 and 1.5 pg/mL. The average con-
centration at steady state (Css), corresponding to the ratio of the
area under the concentration—time curve at steady state and dur-
ing 24 hours to 24 (AUCg_24/24), was equal to 1.0 pg/mL, which is
twice as low as the recommended target [1]. Compared to an adult,
this 8-year-old child had a low weight (25 kg) but had adult renal
function, with CrCl estimated at 103 mL/min.

To our knowledge, this is the first PK study of colistin in a pae-
diatric patient with determination of CMS concentrations. At early
time points, CMS concentrations should be substantially higher
than those of colistin, and uncontrolled postsampling hydrolysis
of CMS may lead to greatly overestimated colistin concentrations.

https://doi.org/10.1016/j.cmi.2018.04.021

CMS volume of distribution (V4) and therefore peak concentration
(Cmax) are related to body weight [2]. In this 25 kg child, the esti-
mated Vq (10.1 L) was about two thirds of the typical values re-
ported in adults [2] and was consistent with measured plasma
concentration at the end of infusion (Cpax at 12.9 ug/mL). Because
CMS is mostly excreted unchanged in urine [1,2], its total clearance
is related to CrCl. CMS clearance was estimated at 205 mL/min,
consistent with typical values reported in healthy volunteers (148
mL/min) [4].

However, because the fraction of the CMS dose eventually con-
verted into colistin is unknown, only apparent PK parameters
values can be estimated for this active moiety. Therefore, the effects
of body weight and CrCl on colistin PK are difficult to assess.
Colistin systemic exposure after multiple dosing at steady state is
only governed by its apparent clearance (CL¢ji/fm) according to
AUC(_24 = [daily dose/(CLgi/fm)] [2], where CLqji corresponds to
colistin clearance and fm to the fraction of the CMS dose converted
into colistin. In this child CLcj/fm was estimated at 332 mL/min,
twice as high as in healthy volunteers [4] (160 mL/min), which is
responsible for the relatively low colistin concentrations (Fig. 1)
and Cgs estimate (1.0 pg/mL) despite the 9 MIU daily dose. The rela-
tively high CLqi/fm value estimated in this child is difficult to inter-
pret. CLcoy is hard to assess because the mechanism of colistin
elimination is unknown and the fraction of CMS converted into
colistin (fm) depends on the fraction of the CMS dose excreted un-
changed in urine (fe), which is correlated to CrCl. Because the CrCl
value in this child (103 mL/min) compared favorably with that of
healthy volunteers, fm should not be markedly altered. This rela-
tively high CrCl is actually not surprising considering that glomer-
ular filtration rate reaches adult values at prepubertal age [5].
Therefore, the reason for this relatively high CLcji/fm remains un-
known, and although difficult to assess, an altered protein binding
could also contribute to this high CLcyi/fm value. However, this
parameter, which determines colistin Css for a given daily dose, is
not decreased together with body weight, at least in this child, a
finding that is in agreement with our recent understanding of
colistin PK [1,2].

Although more data would be needed to confirm this observa-
tion, it appears that there is no clear justification for reducing
CMS daily dose in children because of their low body weight, as
far as their glomerular filtration rate reaches adults values. The

1198-743X/© 2018 European Society of Clinical Microbiology and Infectious Diseases. Published by Elsevier Ltd. All rights reserved.
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Fig. 1. Colistin methanesulfonate (CMS; solid triangles) and colistin (solid squares)
plasma concentrations at steady state, after 1 hour's intravenous infusion of 3 MIU
of CMS every 8 hours. Dashed line and solid line represent predicted concentrations
of CMS and colistin respectively.

dosing regimen currently recommended by EMA in children may
not be optimal, and we would recommend higher doses with close
monitoring of concentrations, in particular to avoid nephrotoxicity.
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Discussion geneérale

L’objectif commun des travaux présentés dans ce manuscrit était de poursuivre la compréhension de la
pharmacocinétique de la colistine chez différentes populations de patients et d’apporter de nouveaux

éléments afin d’optimiser 'utilisation de cet antibiotique en pratique clinique.

En effet, comme cela a été rappelé en introduction, la colistine est un antibiotique relativement ancien,
dont 'AMM date de la fin des années 1950 (20). Ecarté un temps du panel thérapeutique a disposition
des cliniciens en raison de sa néphrotoxicité, la colistine bénéficie maintenant d’un statut d’ « antibiotique
critique » pouvant étre utilisé en dernier recours contre des germes multirésistants (21). Depuis une
dizaine d’années, plusieurs équipes de recherche ont tenté de pallier au manque de données cliniques et
pharmacocinétiques initialement disponibles dans le dossier d’AMM afin d’accroitre les connaissances sur
cette molécule et d’optimiser son utilisation, notamment face a I'émergence de nouveaux mécanismes de

résistance bactériens (118).

Toutefois, la pharmacocinétique de la colistine est trés complexe et certains points restent entourés

d’inconnu, notamment chez le patient de réanimation.

L’administration directe de colistine étant trop toxique, la molécule est administrée sous la forme de sa
prodrogue inactive, le CMS. Ce dernier est majoritairement excrété par voie rénale sous forme inchangée
et seule une fraction, d’environ 1/3 de la dose, se transforme en colistine chez les volontaires sains avec
une fonction rénale normale (35). Le mécanisme d’élimination de la colistine n’est quant a lui pas
totalement connu mais ne semble pas impliquer la fonction rénale. Une forte réabsorption tubulaire a été
décrite et permet d’expliquer en partie la néphrotoxicité associée a la molécule (47). La colistine

réabsorbée au niveau tubulaire serait ensuite possiblement dégradée localement (153).
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Les différentes études de pharmacocinétique de population du CMS et de la colistine chez le patient de
réanimation montrent en outre des résultats discordants (41-43). Le principal point de divergence
concerne l'estimation du volume de distribution apparent de la colistine, respectivement estimé a 189 L
et 165 L par Plachouras et al. (43) et Garonzik et al. (42) tandis qu’il est estimé a 25.7 L par Grégoire et al.
(41) conduisant a une différence d’estimation de la demi-vie d’élimination de la colistine, beaucoup plus
courte chez Grégoire et al. (3.2 h versus 14.4 h et 9.2 h). En terme d’ajustement posologique, le volume
de distribution de la colistine n’influe pas sur la concentration moyenne a I'équilibre de la molécule active
(44), ces modifications ne conduisent donc pas a une modification de la dose d’entretien. Le volume de
distribution est toutefois directement lié a la concentration maximale en colistine aprés la premiére
administration de CMS ainsi qu’au délai nécessaire avant d’atteindre I'équilibre et conditionne ainsi

I'utilisation d’une dose de charge lors de la mise en route du traitement.

L'un des arguments évoqués par I'équipe de Plachouras (127) afin de remettre en cause I'estimation du
volume de distribution apparent de colistine plus faible chez Grégoire et al. repose sur le fait que ce
volume (25.7 L) est similaire a celui rapporté chez le volontaire sain (41.3 L) (35). Leur raisonnement
repose sur le fait que de nombreuses modifications physiopathologiques apparaissent chez le patient de
réanimation conduisant a une altération du volume de distribution et de la clairance des antibiotiques. De
plus, les bactéries a Gram négatif produisent des endotoxines qui induisent une réaction inflammatoire
affectant I'’endothélium vasculaire, conduisant a une augmentation de la perméabilité des capillaires et a

une augmentation du volume de distribution (154).

L’hypothese d’un mauvais contrdle de la conversion in vitro du CMS en colistine lors de la phase de pré-
traitement des échantillons au cours de I'étape analytique a été abordée face aux différences observées
entre les études. Cette transformation in-vitro du CMS en colistine aurait pour impact d’augmenter de
facon artificielle les concentrations en molécule active et de conduire a une estimation erronée des
parametres PK (20). Ce mécanisme a été observé avant le début des années 2000 lorsque la colistine était
dosée par méthode microbiologique et semble contenu depuis l'utilisation de méthodes analytiques

séparatives faisant suite a un pré-traitement rapide des échantillons. Toutefois, I'exploration de cette
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hypothése fut I'un des arguments pour la réalisation du premier contréle de qualité inter-laboratoires

présenté dans le Chapitre | de ce manuscrit.

Quinze échantillons contenant du CMS +/- de la colistine ont été envoyés « en aveugle » a 8 centres
européens réalisant des dosages par méthode séparative pour leur activité de routine et de recherche.
Bien que les résultats aient montré une sous-estimation des concentrations de CMS dans la plupart des
centres, cette derniére n’était pas associée a une surestimation des concentrations en colistine, écartant
ainsi I’hypothése d’une conversion in vitro de la prodrogue au cours de la phase pré-analytique. Cette
étude a également montré que les dosages de colistine étaient relativement exacts (biais moyen = 12 %)
et précis (%CV moyen < 20 %), ceci permettant I'exploitation et la comparaison des études européennes

entre elles.

Comme cela a été évoqué dans l'introduction, il existe d’autres hypothéses pour expliquer les différences
observées entre les études et qui concernent notamment les formulations de CMS utilisées : proportion
de CMS A et B plus importantes dans les formulations récentes (127) ou utilisation de CMS provenant de
fournisseurs différents (« brand effect ») (25). La présence de patients présentant une fonction rénale
hétérogene entre les études peut également conduire a des différences dans I’estimation des parametres

PK.

Quoiqu’il en soit, les auteurs s’accordent pour considérer que la cible thérapeutique de la colistine est
une concentration moyenne a I'équilibre (Css) d’environ 2 mg/L. Toutefois, une meilleure
compréhension des mécanismes impliqués dans la pharmacocinétique de la colistine et en particulier
dans la valeur de la Css est nécessaire. En effet, les parametres PK impactant cette concentration sont
constitués de deux parametres reflétant la formation de la colistine (la clairance rénale de CMS, CLg cms et

la clairance non rénale de CMS, Clnrcms) ainsi que d’un troisieme parametre, caractérisant son

élimination, la clairance de la colistine, CLcoli (Equation 23).
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Ainsi, les divergences de volume de distribution et par conséquent de demi-vie d’élimination citées
précédemment n’ont pas d’'impact sur cette Css. Toutefois, il est nécessaire de rappeler que lorsque les
parameétres PK sont comparés entre les études, ce sont généralement les valeurs médianes de ces
parameétres qui sont citées. Or, le CMS et la colistine se caractérisent par une trés forte variabilité inter-

individuelle (iiv) et intra-individuelle (iov) (41-43, 127).

L’étude présentée dans le Chapitre Il de ce manuscrit est basée sur des simulations de patients et
s’appuie sur le modéle de population publié par Grégoire et al. (41). Les simulations prenaient en compte
Iiiv décrite dans I'’étude de Grégoire et al. (41) et une posologie de 2 MUI était administrée trois fois par
jour a 1000 patients simulés présentant tous une clairance de la créatinine de 40 mL/min. Cette étude a
montré que seuls 48 % des patients simulés présentaient une Css comprise entre 2 et 4 mg/L et que plus
de 10 % d’entre eux devaient bénéficier d’'un changement rapide de posologie ou bien en raison d’un
risque élevé de néphrotoxicité aigué (Css > 6 mg/L) ou bien en raison d’un risque d’inefficacité du

traitement (Css < 1 mg/L).

Il a été décrit par plusieurs auteurs que la dose d’entretien devait étre choisie en fonction de I'état rénal
du patient, la clairance rénale de CMS étant directement liée a la clairance de la créatinine (42, 44, 126).
Fixer la valeur de la clairance de la créatinine et utiliser une posologie standard adaptée a la fonction
rénale des patients simulés avait ainsi pour but théorique de s’affranchir de la variabilité associée aux
différences de fonction rénale. Dans cette méme étude, des simulations ont également été réalisées en
fixant les valeurs des parametres PK du CMS et de la colistine a leur valeur médiane et en faisant varier les
parametres un a un en fonction de l'iiv décrite par Grégoire et al. (41). Toutefois, malgré le fait que la
Clcreat ait été fixée chez les patients simulés et que les CLg cms Simulées prenaient en compte un lien de
corrélation avec cette Clcreat, I'iiv observée lorsque la CLgcus évoluait seule était tres significative. Cela
suggérait que la fonction rénale des patients n’expliquerait qu’une partie de cette variabilité, une autre
part demeurant a ce jour inexpliquée. La variabilité inexpliquée de la Clrcms pourrait étre liée a une
erreur d’estimation du débit de filtration glomérulaire (DFG) par la formule de Cockroft et Gault chez les

patients de réanimation ou bien au fait que ce paramétre ne dépende pas seulement du DFG.
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Une fois noté lI'impact de la la Clgcms, I'étude a également montré que liiv observée sur les
concentrations en colistine était majoritairement liée aux variations de la CLcoli. Toutefois, le mécanisme
d’élimination de la colistine est inconnu et aucune covariable associée a ce parametre n’a été décrite dans
la littérature. Il est ainsi difficile de s’appuyer sur I'état actuel des connaissances des mécanismes

impliqués dans I'iiv des concentrations en colistine pour expliquer les valeurs de Css.

Des études sont toujours en cours afin de définir le meilleur schéma posologique a utiliser chez le
patient de réanimation. Pour rappel, I'étude précédente présentée dans le Chapitre Il de ce manuscrit se
caractérisait par une estimation du volume de distribution de la colistine relativement faible et ne
justifiait pas I'utilisation d’une dose de charge, I'état d’équilibre étant théoriquement atteint en moins de
24 h. Ainsi, en se basant sur l'utilisation d’'une dose d’entretien adaptée a la fonction rénale, en trois
administrations par jour et sans avoir recours a une dose de charge, cette étude avait pour but d’étudier

s’il était possible de prédire la Css dés la premiere injection de CMS.

Le STP réalisé en routine a I'hopital via la mise en place des analyses bayésiennes avec une stratégie de
prélevements limités s’est majoritairement développé en France dans le cas des traitements par
immunosuppresseurs (155, 156) ou anticancéreux (157, 158). Ce type de traitement est généralement
long et permet plus de « confort » dans I'ajustement posologique, en permettant notamment d’attendre
I’état d’équilibre avant de réaliser les préléevements, de réaliser le dosage des molécules en routine et non
en urgence et de traiter les données dans un délai raisonnable. Toutefois, en raison de la gravité des
infections bactériennes nécessitant le recours a la colistine et du risque élevé de néphrotoxicité, il est
essentiel de trouver la bonne posologie de cet antibiotique trés rapidement, si possible dés le premier
jour du traitement. Des analyses bayésiennes ont ainsi été réalisées a partir de la prise en compte de 1, 2
ou 3 concentrations en colistine obtenues aprés la premiere administration de CMS chez les patients
simulés (41). Les biais obtenus sur I'estimation de la Css n’étaient toutefois pas satisfaisants alors méme
gu’une seule population était étudiée (patients de réanimation avec une ClLcreat = 40 mL/min) et que la

variabilité intra-individuelle n’était pas prise en compte dans les simulations. Ajouté a cela la complexité
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de la logistique entourant la prise en charge des dosages de colistine en routine, cette étude n’a pas

permis de conclure sur la faisabilité d’un ajustement posologique précoce de cet antibiotique.

De plus, les publications les plus récentes ainsi que les recommandations européennes préconisent
actuellement l'utilisation d’une dose de charge suivie d’'une dose d’entretien administrée en 2 a 3
injections journalieres (126, 129), complexifiant encore I'adaptation posologique dés la premiere

injection.

L’efficacité clinique de la colistine est associée a une valeur de Css d’environ 2 mg/L et donc a une AUCo.24n
a I'équilibre d’environ 48 mg/L.h'l. Parmi toutes les études réalisées chez le patient de réanimation, il a
toujours été décrit une élimination linéaire de la colistine (41-43, 127). Ainsi, la fragmentation de la dose
journaliere en une, deux ou trois administrations ne devrait pas avoir d’'impact sur la valeur de la Css mais
devrait simplement étre associée a des fluctuations de concentrations plus importantes. Et comme la
toxicité de la colistine est étroitement liée a la valeur de sa Cmin, I'utilisation d’une seule dose journaliére
pourrait avoir un impact positif sur les cas de néphrotoxicité rapportés avec l'utilisation de cet
antibiotique. L’étude présente dans le Chapitre Il a été réalisée afin d’apporter des éléments
pharmacocinétiques pour étayer cette hypothése. Un modele de population a été réalisé chez 9 patients
de réanimation présentant une fonction rénale préservée et recevant 9 MUI de CMS une fois par jour. Des
prélevements ont été réalisés aprés la premiére et la troisieme injection afin de caractériser la

pharmacocinétique du CMS et de la colistine.

Un modeéle a un compartiment pour le CMS et un compartiment pour la colistine avec une élimination
linéaire d’ordre 1 pour ces deux paramétres a permis de caractériser la pharmacocinétique de ces deux
composés. La Cmin typique prédite était de 1.7 mg/L et la Css typique de 4.3 mg/L, ce qui est relativement
élevé par rapport aux Css décrites dans les publications précédentes réalisées chez des patients de
réanimation avec une fonction rénale normale. Bien que le nombre de patients de cette étude soit trop
faible pour conclure, cette Css élevée pourrait étre liée a une estimation de la clairance apparente de la
colistine plus faible dans cette étude que dans les précédentes publications, laissant supposer une

élimination non-linéaire de la colistine lorsque le CMS est administré en une seule injection par jour. La
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confirmation de cette hypothése nécessite toutefois une étude de pharmacocinétique de population chez

un nombre plus élevé de patients.

Compte-tenu de leurs particularités physiopathologiques, les études réalisées chez le patient de
réanimation ne peuvent étre transposées chez les patients atteints de mucoviscidose. Il a notamment été
démontré que I'utilisation d’une dose standard d’antibiotique chez ces patients conduisait a une sous-
exposition de la molécule conduisant a une mauvaise prise en charge des infections (139, 140). Les
quelques études disponibles suggérent d’utiliser en premier lieu une administration locale de CMS par
voie nébulisée pour lutter contre les infections et colonisations pulmonaires chez les patients atteints de

mucoviscidose (63, 144).

L’étude présentée dans le Chapitre IV de ce manuscrit a permis de caractériser la pharmacocinétique du
CMS et de la colistine apres l'utilisation de doses répétées de CMS par aérosol et d’une dose unique de
CMS par voie intra-veineuse chez 9 patients atteints de mucoviscidose et présentant une fonction rénale

non altérée.

Un modele de pharmacocinétique de population a été réalisé et de fagon inattendue, la CLgcms estimée
était plus faible chez ces patients que celle décrite chez les volontaires sains (64.3 mL/min versus 103
mL/min (35)) alors méme que la clairance rénale des médicaments est usuellement plus élevée chez les
patients atteints de mucoviscidose (159). De plus, si I'on considere que la fraction de CMS non excrétée
sous forme inchangée dans les urines se transforme en colistine, cette diminution de la CLgcms devrait
théoriquement conduire a une augmentation de la Css (44). Or, cette étude montre également une
diminution de 34 % de I'exposition a la colistine chez les patients atteints de mucoviscidose par rapport

aux volontaires sains (35), liée a une CLcoli apparente 2.5 fois plus élevée.

Une fois encore, le métabolisme de la colistine étant encore largement méconnu, il est difficile
d’expliquer cette sous-exposition a la colistine chez cette population. Toutefois, contrairement a la

problématique soulevée par Bulitta et al. (143) concernant les études réalisées pour les antibiotiques de
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la famille des béta-lactames chez des patients atteints de mucoviscidose plus jeunes et multi-
pathologiques, les patients de I'étude présentée dans ce manuscrit peuvent étre comparés aux

volontaires sains compte tenu de leur age, leur poids et leur condition physique.

Cette étude montre également qu’aprés une administration répétée de CMS par voie nébulisée, les
concentrations locales en colistine sont trés élevées (parfois > 20 mg/L) et les concentrations
plasmatiques trés basses (toujours < 0.21 mg/L) conduisant a une diminution du risque de toxicité

systémique.

Ainsi, chez les patients atteints de mucoviscidose :
e L’administration du CMS par aérosols est préférable dans le cas d’infection locale
e En cas d’infection systémique, I'augmentation des posologies de CMS ne permettrait a
priori pas d’atteindre une exposition suffisante en colistine chez les patients avec une

fonction rénale normale et les combinaisons thérapeutiques doivent étre favorisées.

Une autre population ne permettant pas |'extrapolation directe des études réalisées chez le patient de
réanimation est la population pédiatrique. Le Chapitre V de ce manuscrit s’appuie sur la présentation
d’un cas clinique et d’une lettre a I'éditeur (présentée en Annexe Il) afin de proposer une révision des
recommandations actuelles qui suggerent l'utilisation de posologies plus faibles chez I'enfant que chez
I’adulte mais qui semblent conduire a une sous-exposition en colistine des patients (67, 148, 149). Le cas
clinique présenté rapportait le cas d’un jeune garcon de 8 ans, pesant 25 kg pour 1.35 m, traité par CMS a
la dose de 360.000 Ul/kg/jour (soit 9 MUI/jour) pour une infection osseuse. Malgré I'utilisation d’une
posologie équivalente a celle proposée chez I'adulte, la concentration moyenne en colistine a I'équilibre
était de 1.0 mg/L et aucun effet indésirable n’a été décrit au cours du traitement. Ce cas illustre par
I’exemple ce que les études suggerent depuis plusieurs années (67, 150, 160) et une analyse a plus grande
échelle est désormais nécessaire afin d’évaluer I'efficacité et la sécurité de ce schéma posologique en

pédiatrie.
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Conclusion

Quel que soit la population étudiée ou le type d’infection, le clinicien se doit de trouver une stratégie
thérapeutique efficace. En tant qu’antibiotique de «dernier recours» la colistine n’apparait
généralement dans I'arsenal thérapeutique qu’apres retour d'un antibiogramme présentant de
nombreuses résistances bactériennes face aux autres classes thérapeutiques. Ainsi, non seulement son
utilisation doit étre optimale pour soigner le patient en question mais également pour éviter I'émergence

de résistances bactériennes.

Or, comme cela a été montré dans ce manuscrit, I'efficacité d’un traitement par colistine est associée a
une Css autour de 2 mg/L, et la posologie journaliére doit étre adaptée a la fonction rénale du patient.
Cette valeur de 2 mg/L peut toutefois étre trés difficile a atteindre chez des patients avec une fonction
rénale normale ou dans une population particuliere comme cela est le cas chez les patients atteints de
mucoviscidose. De plus, cette valeur est également liée a la CMI du germe incriminé et peut par

conséquent étre plus élevée (44, 50, 126).

Augmenter la dose journaliére de CMS au-dela de 12 MUI par jour n’est pas une solution envisageable :
cela ne conduirait pas a augmenter la valeur de la Css, du fait que le CMS serait majoritairement excrété
sous forme inchangée et cela risquerait de conduire a des cas d’insuffisance rénale aigué (126). La
stratégie a adopter consiste donc a avoir recours a une combinaison thérapeutique, notamment avec les
carbapénémes, en s’appuyant sur le mécanisme de synergie décrit avec cette classe thérapeutique (124,

125).

Une autre alternative consiste a utiliser la colistine par voie locale lorsque cela est possible, afin d’obtenir
des concentrations les plus élevées possibles au niveau du site infectieux tout en réduisant le risque de
toxicité systémique. Cela a notamment été étudié dans le cas des infections pulmonaires avec le recours

aux aérosols de CMS chez le patient de réanimation (54) et le patient atteint de mucoviscidose (63)
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(Chapitre 1V), dans le cas d’infection du systeme nerveux central (66, 68) ainsi que dans le cas d’infection
péritonéale (69). Récemment, un cas clinique a également été publié concernant I'ajout d’une
combinaison thérapeutique constituée de gentamicine, vancomycine et colistine dans un ciment chez un
patient présentant des infections articulaires plurimicrobiennes récidivantes (Cas clinique présenté en
Annexe lll) (161). Ce type d’utilisation est idéalement associé a la réalisation de dosages de colistine dans
les différentes matrices d’intérét (liquide broncho-alvéolaire, liquide céphalo-rachidien, liquide
péritonéal, redon,...) et nécessite un contact étroit entre biologistes et cliniciens afin d’assurer une prise

en charge optimale des patients.
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Abstract In this review, we provide an updated summary
on colistin pharmacokinetics and pharmacodynamics.
Colistin is an old molecule that is frequently used as last-
line treatment for infections caused by multidrug-resistant
Gram-negative bacteria. Colistin is a decapeptide admin-
istered either as a prodrug, colistin methanesulfonate
(CMS), when used intravenously, or as colistin sulfate
when used orally. Because colistin binds to laboratory
materials, many experimental issues are raised and studies
on colistin can be tricky. Due to its large molecular weight
and its cationic properties at physiological pH, colistin
passes through physiological membranes poorly and is
mainly distributed within the extracellular space. Renal
clearance of colistin is very low, but the dosing regimen
should be adapted to the renal function of the patient
because CMS is partly eliminated by the kidney. Thera-
peutic drug monitoring of colistin is warranted because the
pharmacokinetics of colistin are very variable, and because
its therapeutic window is narrow. Resistance of bacteria to
colistin is increasing worldwide in parallel to its clinical
and veterinary uses and a plasmid-mediated resistance
mechanism (MCR-1) was recently described in animals
and humans. In vitro, bacteria develop various resistance
mechanisms rapidly when exposed to colistin. The use of a
loading dose might reduce the emergence of resistance but
the use of colistin in combination also seems necessary.
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Key Points

Because colistin binds to laboratory materials, many
experimental issues are raised.

The dosing regimen of colistin methanesulfonate
should be adapted to the renal function of patients,
and the use of a loading dose is recommended.

Therapeutic drug monitoring of colistin is warranted.

Because the resistance of bacteria to colistin is
increasing, its use in combination seems necessary.

1 Introduction

Colistin, also called polymyxin E, belongs to the group of
polymyxin antibiotics (antibacterials). It is an old antibiotic
discovered in the 1940s but its clinical use was largely
abandoned in the 1970s mainly due to its nephrotoxicity.
However, the increase of multidrug resistance (MDR) in
Gram-negative bacteria (GNB), particularly Pseudomonas
aeruginosa, Acinetobacter baumannii and Klebsiella
pneumoniae, led to the re-emergence of its use during the
last few years [1]. Parenteral and nebulisation formulations
for colistin contain the sodium salt of colistin methane-
sulfonate (CMS), also called colistimethate, which is an
inactive prodrug. The aim of this review is to give an
updated summary on colistin with respect to its complex
pharmacokinetics and pharmacodynamics. A literature
search was conducted using PubMed where colistin or
colistin methanesulfonate were combined with key words
such as “chemistry”, “bioanalysis”, “pharmacokinetics”
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Fig. 1 Structure of colistin methanesulfonate and colistin. Sul-
fomethyl groups of colistin methanesulfonate are highlighted with
grey circles. Fatty acyl: 6-methyloctanyl for colistin A and

v-NH

or “pharmacodynamics” to identify relevant literature.
Additional references were identified from the references
lists of published articles.

2 Conventions Used to Describe Doses of Colistin

At the first International Conference of Polymyxins in
Prato, Italy, in 2013, it was stated that colistin doses should
be referred to using international units (IU) or mg of col-
istin base activity (CBA) in order to avoid medication
errors [2]. In Europe, India and few other countries, doses
of CMS are expressed in million international units (MIU),
but also in mg of CMS. By contrast, in North and South
America, Southeast Asia and Australia, doses are expressed
in mg CBA. In order to convert these different units, it
should be known that 1 MIU is equivalent to about 30 mg
of CBA, which corresponds to about 80 mg of CMS [2].

3 Chemistry

Colistin (commercially available as the sulfate salt) is a
decapeptide compound, corresponding to a complex mix-
ture of about 30 different compounds with two main
components, colistin A and colistin B, the proportion of
which can vary from batch to batch [3]. Colistin A and B
are large molecules with molecular weights of 1169 and
1155 g/mol, respectively. They are composed of a hydro-
philic cycloheptapeptide ring, a tail tripeptide moiety and a
hydrophobic acyl chain tail, being one carbon shorter for

A\ Adis

L-Thr <— (o) L-Dab<— () L-Dab

v-NH v-NH

6-methylheptanyl for colistin B; o and y indicate the respective —
NH, involved in the peptide linkage. Dab o ,y-diaminobutyric acid,
Leu leucine, Thr threonine

colistin B than for colistin A (Fig. 1) [4]. Colistin is a
hydrophilic drug (logP = —2.4 [5]) but with an amphi-
pathic property due to the presence of both lipophilic and
hydrophilic groups [6]. Colistin exhibits basic properties
(acid dissociation constant [pKa] of about 10) due to the
unmasked y-amino groups of the five L-a,y-diaminobutyric
acid (Dab) residues present in the cyclopeptide ring and
tripeptide moiety (Fig. 1) [7]. Therefore, colistin is poly-
cationic at pH 7.4 [8].

Colistin is administered parenterally as a prodrug, CMS.
CMS differs from colistin by additional sulfomethyl groups
on each of the five Dab residues (Fig. 1). In vivo, CMS
undergoes hydrolysis to form a mixture of partially sul-
fomethylated derivatives that can eventually convert to
colistin [9]. CMS A and B molecular weights are higher
than for colistin (1635 and 1621 g/mol, respectively) due to
the five additional sulfomethyl groups. CMS is more
hydrophilic (logP = —12.1 [10]), and is supposed to be
less basic than colistin, but to our knowledge its pKa has
not been reported yet [11, 12]. At a physiological pH of
7.4, CMS is a polyanion [1].

CMS and colistin were shown to aggregate into micelles
at high concentrations in aqueous solution: their critical
micelle concentrations (CMCs) were 3.5 mmol/L (5.7 g/L)
and 1.5 mmol/L (1.8 g/L), respectively [13]. The conver-
sion of CMS into colistin was much faster when the con-
centration of CMS was below the CMC (60% over 48 h)
than when it was above the CMC (1% over 48 h) [13]. The
instability of CMS at low concentrations in pharmaceutical
formulations is of concern, particularly because active
colistin is much more toxic than CMS [14].
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4 Bioanalysis

It is important that bioanalytical methods discriminate
between colistin and CMS. Yet in old studies (overall
before the start of the twenty-first century), colistin con-
centrations were measured by microbiological assays that
could not discriminate between the two components
because CMS was converted into colistin during the
experimental time-course. By contrast, recent methods use
high-performance liquid chromatography (HPLC) or liquid
chromatography—tandem mass spectrometry (LC-MS/MS)
that separate CMS and colistin. Colistin concentrations are
generally calculated by summing the peak areas of the
major components, i.e. colistin A and B. The internal
standard is generally polymyxin B [15]. The measurement
of CMS concentrations implies a two-step method with
firstly the quantitation of colistin alone and secondly the
hydrolysis of CMS into colistin by sulphuric acid, and the
quantitation of the total colistin formed [15, 16]. CMS
concentration is then obtained by subtracting the concen-
tration of colistin measured before hydrolysis to that
measured after hydrolysis. This method does not allow the
discrimination of the different sulfomethyl derivatives and
therefore the reported CMS concentrations should be
interpreted as the summed concentrations of all these
derivatives. Therefore, the reported pharmacokinetic
parameters for CMS may best be considered as hybrid
parameters for CMS and partially sulfomethylated deriva-
tives [17].

For measuring plasma concentration, sample preparation
can include a simple protein precipitation using tri-
chloroacetic acid and methanol [18-21] and/or a solid-
phase extraction [15, 18-21]. After separation by chro-
matography, detection is carried out either by LC-MS/MS
[15, 21] or fluorimetry after derivatisation of colistin
[18, 19]. The reported limits of quantification for colistin
concentration in plasma are 0.03-0.04 mg/L with LC-MS/
MS [15, 21] and 0.1-0.3 mg/LL by HPLC-fluorimetry
[18, 19]. It is of note that for measuring colistin concen-
trations in broth culture medium, urine, broncho-alveolar
liquid and other biological fluids (cerebrospinal fluid
[CSF], peritoneal, etc.) it has been recommended to spike
the samples with blank plasma in order to avoid matrix
effect and colistin binding to experimental materials
[15, 21, 22].

5 Mechanism of Action
Most investigations on the mechanisms of action of

polymyxins were carried out with polymyxin B, but the
similarities between the chemical structures of polymyxin

B and colistin suggest that their mechanisms of action are
identical [23]. The lipopolysaccharide (LPS) present at the
surface of the outer membrane of GNB prevents the pen-
etration of hydrophobic and/or large antibiotics (antibac-
terials) [24]. Due to its positive charge, colistin interacts
electrostatically with the negatively charged outer mem-
brane of GNB and competitively displaces calcium (Ca>™)
and magnesium (Mg”") ions from the phosphate groups of
LPS [7, 25]. Binding of colistin on the outer membrane is
antagonised by divalent cations [26-28], resulting in a
decreased antibacterial activity. It is of note that CMS,
which differs from colistin by the addition of sulfomethyl
groups masking the amines responsible for the positive
charge, has a very weak antibacterial activity. Moreover, as
the outer leaflet of mammalian cell membranes is charged
neutral at physiological pH, colistin interacts less with
mammalian cells [29]. Destabilisation of LPS leads to the
disruption of the outer membrane, the loss of periplasmic
and cytoplasmic contents and eventually bacterial death
[24, 25, 30].

The endotoxin of GNB consists of the lipid A portion of
the LPS, which can be shed by bacteria during antimicro-
bial therapy and can be responsible for endotoxic shock
[31]. Colistin has an anti-endotoxin activity by binding to
and neutralising the LPS [31-35].

Colistin also acts by several other mechanisms [36],
such as an inhibition of vital respiratory enzymes (nicoti-
namide adenine dinucleotide [NADH]-quinone oxidore-
ductase) in the bacterial inner membrane [37].

6 Minimum Inhibitory Concentration
Determination

For the European Committee on Antimicrobial Suscepti-
bility Testing (EUCAST) and the Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI), the reference method for min-
imum inhibitory concentration (MIC) determination of
Enterobacteriaceae, P. aeruginosa and Acinetobacter spp.
is the ISO (International Organization for Standardization)-
standard broth microdilution [38, 39]. Cation-adjusted
Mueller-Hinton broth (CAMHB) is used as the broth
medium, with no additives included (in particular no
polysorbate-80 or surfactants), the tray must be of plain
polystyrene and not treated before use, and sulfate salt of
colistin must be used [38, 39]. Addition of polysorbate-80
reduces the adsorption of colistin to polystyrene wells (see
Sect. 12.1.1), but is currently not recommended by
EUCAST and CLSI [40, 41]. The disc diffusion method
should be avoided because colistin poorly diffuses in agar
[42]. Moreover, the E-test method should be used with
caution because about 50% of the results were reported to
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be false when compared with the results of the broth
microdilution method [41, 43].

7 Antibacterial Activity

Susceptibility breakpoints for colistin published by
EUCAST are 2 mg/L for P. aeruginosa, Acinetobacter spp.
and Enterobacteriaceae [44]. For now, the susceptibility
breakpoint published by CLSI is 2 mg/L for both
P. aeruginosa and Acinetobacter spp. (resistance if MIC
>8 and 4 mg/L, respectively) [38], but this breakpoint
should be revised in 2017.

Colistin is active against several GNB including
Acinetobacter spp., P. aeruginosa, Klebsiella spp., Enter-
obacter spp., Escherichia coli, Salmonella spp., Shigella
spp.. Yersinia spp. and Citrobacter spp. [40, 45]. By con-
trast, colistin is inactive on Gram-positive bacteria,
anaerobes and some GNB (Proteus spp., Providencia spp.,
Morganella morganii, Serratia spp. and Burkholderia
cepacia) [40, 45].

8 Resistance

Increasing use of colistin has led to the emergence of
colistin resistance worldwide and although resistance to
colistin is generally less than 10%, colistin resistance rates
are continually increasing [24]. Resistance to colistin has
been described in many GNB species such as A. bauman-
nii, K. pneumoniae and P. aeruginosa [24, 46].

Colistin resistance in GNB is most commonly related to
LPS modifications via diverse routes, of which several
involve two-component regulatory systems (TCSs) [24].
PhoPQ and PmrAB are two TCSs whose functions and
regulations overlap [47]. PhoPQ and PmrAB both include a
sensor kinase (PhoQ and PmrB, respectively), which senses
environmental signals such as low Mg®", low pH or the
presence of antimicrobial peptides. Moreover, exposure to
colistin might also change the expression patterns of these
TCSs [48, 49]. Activation of these sensor kinases lead to
the phosphorylation of a response regulator (PhoP and
PmrA, respectively), which, once phosphorylated, typically
enhances their binding to promoters of regulated genes.
Hence, phosphorylation of PhoP enhances the transcription
of several genes, including pmrD, whose product binds to
and stabilises PmrA in its phosphorylated state. Phospho-
rylation of PmrA upregulates the transcription of enzymes
that are required for the addition of 4-aminoarabinose (L-
ara4N) and/or ethanolamine to the lipid A component of
LPS [6, 49-51]. These additions contribute to colistin
resistance by reducing the negative charge of the bacterial
membrane, and thereby decreasing the binding of
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positively charged colistin [50, 52, 53]. These adaptive
mechanisms of resistance were generally of moderate level
[52].

Recently, a plasmid-mediated colistin resistance mech-
anism MCR-1 was described for an E. coli strain in animals
and human [54]. MCR-1 is a member of the phospho-
ethanolamine transferase enzyme family, with expression
resulting in the addition of an ethanolamine moiety to the
lipid A. Despite its relatively low level (MICs about
4-8 mg/L), this plasmid-mediated mechanism of resistance
causes concern about a possible spread of colistin resistance
into a range of enteric bacteria in humans and animals [55].

The phenomenon of colistin heteroresistance due to
mutations in the chromosomal genes, involved in mecha-
nisms such as lipid A biosynthesis (IpxA, IpxC, IpxD) or
addition of L-ara4N, have also been described in A. bau-
mannii and P. aeruginosa [53, 56-58]. This mechanism of
resistance was shown to be of high level (MIC >128 mg/L)
and was associated with a fitness cost for the bacteria
[53, 56, 58]. Mutant strains were stable but in some patients
the original susceptible isolate was able to re-emerge [53].
The reasons of this re-emergence were unclear, and could
be due to the presence of a dormant persister population
[59] or to the bacterial presence in locations inaccessible to
colistin. Moreover, resistance was lost in one patient via
the acquisition of a secondary mutation, which compen-
sated for the fitness cost of drug resistance [53].

9 Clinical Pharmacokinetics
9.1 Plasma Concentrations in Healthy Volunteers

After a 1 h intravenous (IV) infusion of 1 MIU of CMS to
healthy volunteers the CMS plasma concentrations reached
a mean maximal value of 4.8 mg/L. at the end of admin-
istration [60]. Thereafter, CMS concentrations declined
biexponentially with a distribution half-life (#.,,) of 0.5 h
and a terminal half-life (,p) of 2.0 h (Fig. 2).

The time to maximal plasma concentrations (Cy,.x) Of
the active compound colistin was 2 h after the start of the
infusion (1 h after the infusion stop), and the mean colistin
Chax was 0.83 mg/L. Colistin plasma concentrations
declined monoexponentially with a #,,5 of 3.0 h. It is of
note that as the #,,g of colistin was longer than that of CMS,
meaning that colistin elimination is not rate-limited by its
formation.

9.2 Clearance and Metabolism
CMS was two-thirds cleared by renal excretion in healthy

volunteers [60]. The renal clearance of CMS in healthy
volunteers was about 100 mL/min, which was close to the
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Fig. 2 Colistin methanesulfonate (open circles) and colistin (filled
circles) mean (£standard deviation) plasma concentrations observed
in 12 healthy volunteers after a single 1 h infusion of colistin
methanesulfonate 1 MIU (million international units) (data from
Couet et al. [60]). Conc. concentrations

glomerular filtration rate (GFR; around 120 mL/min) [60].
However, as the unbound fraction (f,) of CMS in plasma is
unknown, tubular reabsorption and secretion of CMS were
not able to be estimated.

The non-renal clearance of CMS in healthy volunteers
was about 50 mL/min [60]. One of the non-renal pathways
for CMS clearance is its conversion into colistin by
hydrolysis and removal of the five sulfomethyl groups from
Dab residues. This hydrolysis leads to the formation of a
series of different sulfomethylated derivatives (2° = 32
possible different derivatives) and to colistin. Other non-
renal pathways, such as hydrolysis of peptide bonds, are
possible for CMS but have not yet been assessed (Fig. 3).

The colistin average concentration at steady state
(Css.ave) depends on both the fraction of CMS that is con-
verted into colistin and the colistin clearance (adapted from
Couet et al. [61]) (Eq. 1):

CLCOHV %
CLRr + CLngr

Dose
T X CLcoli7

Css,avg - (1)
where CL.,,, is the conversion clearance of CMS into
colistin, CLy is the renal clearance of CMS, CLyR is the
non-renal clearance of CMS (=CL.,,, + clearance due to
other non-renal pathways), 7 is the dosing interval and
CL..j; is the total clearance of colistin. As the fraction of
CMS eventually converted into colistin is unknown,
clearance and volume of distribution parameters for col-
istin are apparent parameters.

Colistin renal clearance was very low in healthy vol-
unteers (1.9 mL/min) due to extensive tubular reabsorption
[60]. The renal reabsorption of colistin may involve
organic cation transporters (OCTN1), peptide transporters
(PEPT2) and megalin, which is a low-density lipoprotein
receptor. The renal reabsorption process is sensitive to the
pH of urine [62-64]. Although renal excretion of colistin is

To colistin

Other colistin
clearance
Other
clearance

Fig. 3 Overview of the elimination pathways for colistin methane-
sulfonate and colistin. The thickness of the arrows indicates the
relative magnitude of the respective clearance pathways when kidney
function is normal. Colistin methanesulfonate includes fully and
partially sulfomethylated derivatives of colistin (adapted from Nation
et al. [23]). CMS colistin methanesulfonate

very low, urine concentrations of colistin after adminis-
tration of CMS can be high because of post-excretion
hydrolysis of CMS into colistin within the urinary tract.

Elimination pathways of colistin are for the most part
unknown. Considering its peptidic structure, colistin should
be eliminated through hydrolysis but the enzymes involved
and their localisation are still unknown. Blood, liver and
kidneys are likely important sites for colistin elimination
because they contain large amounts of proteases and pep-
tidases; however, due to the ubiquitous availability of these
enzymes throughout the body, proteolytic degradation of
colistin should not be limited to classic elimination organs
[65]. It is of note that the cyclic structure of colistin helps
to protect colistin from proteolytic endopeptidases and the
hydrophobic acyl chain helps to protect against exopepti-
dases, thus explaining that the colistin half-life (#.,) is
longer than that of many peptides [65].

9.3 Distribution After Systemic Administration

Due to their large molecular weights and electric charge
(polyanionic for CMS and polycationic for colistin) at
physiologic pH, CMS and colistin cross cellular mem-
branes and physiological barriers poorly. Indeed, volumes
of distribution of CMS and colistin in healthy volunteers
(14.0 and 12.4 L, respectively, apparent volume for col-
istin) have been shown to be consistent with a distribution
restricted to the extracellular space [60].
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9.3.1 Protein Binding

Colistin has been reported to bind to a-1-acid glycoprotein
(AGP), whereas the binding to other plasma components
such as albumin, lipoproteins or globulins remains to be
elucidated [66]. Colistin is a large molecule that cannot
enter the cavity of AGP to form a tight complex and instead
a two-step process of binding has been proposed [66]. An
initial electrostatic attraction occurs between the positive
Dab residues of colistin and the negative sialyloligosac-
charides proximal to the binding cavity of AGP. The sec-
ond step consists of a stabilisation of the liaison by
insertion of the lipophilic tail of colistin into the
hydrophobic ligand binding cavity of AGP and/or binding
to lipidic substances, such as phospholipid, bound to AGP.
Therefore, both the positive charge and the amphipathic
properties of colistin seem necessary for its binding to AGP
in plasma. The importance of the charge is exemplified by
the fact that CMS, for which Dab moieties are masked,
does not bind to AGP [66]. It has been shown that colistin
binds to AGP with less affinity than for bacterial LPS, thus
suggesting that in vivo the affinity for LPS is strong enough
to dissociate and sequester the colistin from AGP [66].

Protein binding can be determined either by ultrafiltra-
tion or equilibrium dialysis [67]. However, the extensive
non-specific binding (>99%) of colistin to commonly used
membranes [68] requires these experiments to be imple-
mented with specific dialysis cells and membranes [67].
The assessment of colistin protein binding using a micro-
dialysis method raises the same problem of colistin adhe-
sion to experimental equipment [69].

In animals, plasma protein binding of 55% (f, = 45%)
has been reported for colistin in rats, dogs and calves
[68, 70]. In mice, the average percentage bound was around
91% (f, = 9%) in the total concentration range of
2-50 mg/L [67].

In critically ill patients, colistin binding to plasma
components was about 59-74% [71]. Across the
0.01-15 mg/L range of total concentrations, at 37 °C, the
bound fraction of colistin B was constant (average 57%),
whereas the bound fraction of colistin A was dependent on
the concentration. At 0.1 mg/L the average binding of
colistin A was 84% against 69% at 10 mg/L, meaning that
the f, of colistin A varied greatly as a function of the
concentration (average 16% at 0.1 mg/L and 31% at
10 mg/L). This greater binding of colistin A, also demon-
strated in rats [68], is most probably due to its longer fatty
acid chain, since it is the only difference with colistin B.
Whereas there is a difference in protein binding between
colistin A and colistin B, to our knowledge, no difference
in potency has been reported.

The level of plasma AGP can increase, depending on the
disease condition, particularly bacterial infection [72].
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Therefore, protein binding of colistin is expected to be
higher in critically ill patients than in healthy volunteers.
This has not been reported yet; however, protein binding of
colistin was greater in infected mice than in healthy mice
[66]. Moreover, protein binding of polymyxin B, which is
chemically close to colistin, is greater in critically ill
patients than in healthy volunteers [73].

In airways, colistin binds to mucin, which may reduce
its antibacterial efficacy as illustrated by the >100-fold
increase of MICs when mucin is added to growth medium
[74].

9.3.2 Distribution Within Lung

Concentrations of CMS and colistin in epithelial lining
fluid (ELF) are generally determined from concentrations
measured in bronchoalveolar lavage (BAL) fluid after
correction for dilution. The dilution factor is estimated
based on the assumption that urea concentration is identical
in plasma and ELF, by measurement of urea concentrations
in plasma and BAL [22]. The determination of colistin
concentration in BAL fluid should take into account the
non-specific binding to the BAL material, which can be
particularly high at low concentrations (80% for colistin
concentrations <1 mg/L; unpublished data).

Intravenous (IV) Administration After repeated IV
administrations of 2 MIU CMS every 8 h to critically ill
patients, Imberti et al. [75] could not measure colistin in
BAL (limit of quantification = 0.1 mg/L). By contrast,
Boisson et al. [76] reported colistin concentrations in the
ELF at steady state ranging between 0.1 and 29 mg/L. For
their part, Yapa et al. [77] reported colistin concentrations
in sputum lower than 1 mg/L after a single IV adminis-
tration of CMS 5 MIU. No active transport has been
reported yet for the passage of the pulmonary barrier by
colistin. However, OCTN1 and PEPT2, which are involved
in the renal reabsorption of colistin, are also present in the
lung [78]. Moreover, the involvement of these proteins in
the pulmonary transport of active substances has already
been suggested: the uptake of anti-cholinergic drugs for
OCTN [79] and transport of bacterial peptides for PEPT2
[80]. In addition to their capability to pass through pul-
monary barrier, CMS and colistin distribution into lung
also depends on their binding to lung components. This
issue is not yet elucidated but it has been shown that col-
istin binds to mucin [74].

Inhalation Aerosolised colistin, administered as CMS, is
used to treat nosocomial pneumonia caused by MDR GNB
[76, 80-84]. After pulmonary administration of CMS, the
presence of colistin in plasma can either result from the
absorption of CMS followed by systemic conversion into
colistin or from the pre-systemic conversion of CMS into
colistin followed by its absorption [22]. When nebulised
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directly as colistin, the absolute bioavailability was shown
to be high (69%) in rats [85]. However, after nebulisation
of CMS to critically ill or cystic fibrosis (CF) patients,
colistin plasma concentrations were either below the limit
of quantification [77] or low (<0.73 mg/L) [76, 86], except
for one study for which concentrations up to 2 mg/L. were
reported [87]. In critically ill patients, when nebulised as
CMS, only 9% of the dose reached the systemic circula-
tion: 1.4% as colistin converted presystemically and 7.6%
as CMS [76].

After aerosol delivery of CMS to critically ill patients
ELF colistin concentrations were much higher than those in
plasma (5- to 1000-fold) but varied considerably, from 1 to
1100 mg/L, depending on dose (1 or 2 MIU single dose or
every 8 h), time (1-8 h post-dose) and the study [76, 87].

In CF patients, CMS and colistin concentrations are
generally determined in sputum. In these patients, after
nebulisation of single 2 or 4 MIU doses of CMS, systemic
exposure to colistin was very low, whereas colistin con-
centrations measured in sputum ranged from 1 to 45 mg/L
[77, 86]. However, a conversion of CMS to colistin during
the preparation of sputum samples before bioanalytical
assay cannot be ruled out in one of these studies, due to a
relatively high concentration of trifluoroacetic acid used for
sample preparation [86].

Overall, these studies show that colistin systemic
exposure is low after CMS nebulisation, whereas colistin
concentrations in lung are high.

9.3.3 Distribution Within the Central Nervous System

1V Administration The passage across the blood-brain
barrier (BBB) by CMS and colistin is limited. Colistin
penetration into the CSF after repeated IV administrations
of CMS was demonstrated to be low (5%) in critically ill
patients [88]. The presence of meningeal inflammation
enhanced penetration in CSF (11%) [89]. In paediatric
patients the CSF/serum ratios were reported to be 34-67%
in the presence of meningitis (measurement before and
after IV CMS administration), whereas it was minimal in
the absence of meningeal inflammation [90]. Moreover, it
has been shown in mice that LPS can induce BBB dis-
ruption by decreasing the tight junction function; this effect
depends on the bacterial species and can increase colistin
uptake into the brain [91]. For now, the effect of trans-
porters on the passage of BBB by CMS or colistin has not
been reported.

Intrathecal-Intraventricular Administrations Colistin
concentrations in CSF are higher when patients are treated
by intraventricular or intrathecal CMS administration than
when they are treated intravenously. Imberti et al. [92]
reported CSF concentrations continuously above 2 mg/L if
the intraventricular CMS dose was greater than 0.06 MIU

every 24 h. Ziaka et al. [89] reported CSF concentrations
ranging between 0.6 and 1.5 mg/L when patients were
treated with combined IV CMS 3 MIU every 8 h and
intraventricular CMS 0.125 MIU every 24 h.

9.3.4 Distribution in Peritoneal Fluid

In one case report, after multiple administrations of CMS
2 MIU every 8 h, colistin distributed slowly into the peri-
toneal fluid of a patient with severe peritonitis, but colistin
concentrations in peritoneal fluid were close to that in
plasma at steady state [93].

9.4 Oral Route of Administration

Colistin absorption from the gastrointestinal tract is slight
or absent [94]. In simulated gastric fluid it has been shown
that colistin was rapidly degraded by rupture of peptide
bonds in the tail tripeptide moiety under the action of
pepsin [4], the formed metabolites keeping an antimicro-
bial activity. Colistin sulfate is sometimes used for peri-
operative decontamination of the digestive tract,
particularly for the suppression of extended-spectrum [3-
lactamase-producing Enterobacteriaceae (ESBL-E). In this
indication, colistin sulfate is generally administered orally
following a dosing regimen of 100 mg every 6 h, in
combination with other anti-infective agents (e.g.,
amphotericin B, tobramycin) [94-99]. However, this
practice has been shown to select colistin-resistant bacteria
and its use is controversial [99-103].

9.5 Pharmacokinetics in Special Populations
9.5.1 Pharmacokinetics in Critically Ill Patients

Maintenance Dose After IV administration of CMS to
critically ill patients, the pharmacokinetics of CMS was
very variable (Fig. 4). The C,,.« values were observed at
the end of infusion; thereafter, CMS concentrations
decreased in a mono- or bi-exponential manner, with a
mean t,g ranging from 1.9 to 4.5 h depending on the study
[103—-106]. The mean plasma profile was comparable to
that observed in healthy volunteers, except when the renal
function of the patient was altered. Indeed, concentrations
of colistin are related to the renal clearance of CMS
(Eq. 1), which correlates with creatinine clearance
[104, 105]. For illustration, for patients with creatinine
clearance values of 120, 50 and 25 mL/min, the typical
renal clearances of CMS were about 100, 50 and 25 mL/
min, respectively. The main impact of this decrease of
CMS renal clearance when the renal function was impaired
was that the fraction of CMS converted into colistin
increased, e.g. 33, 50 and 67% for the three different values
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Fig. 4 Colistin methanesulfonate and colistin plasma concentrations
observed (x) in 73 critically ill patients after first colistin methane-
sulfonate dose and at steady state. Reproduced from Grégoire et al.

of creatinine clearance of 120, 50 and 25 mL/min, thus
resulting in greater colistin concentrations for patients with
altered renal function. Moreover, the volume of distribu-
tion of CMS was shown to be proportional to the body
weight, which after a single dose impacts on the Cp,,x of
CMS and colistin (to a lesser extent) and after repeated
administrations impacts on the fluctuation of concentra-
tions, i.e. the larger the volume of distribution is, the lower
the concentrations fluctuate [104, 105]. However, even
when considering individual renal function and body
weight, the pharmacokinetics of CMS were very variable
between patients after IV administration of CMS
[104, 105].

Concerning the pharmacokinetics of colistin after
administration of CMS to critically ill patients, some dis-
crepancies were observed between studies. Indeed, after a
first dose of 2 MIU of CMS, Grégoire et al. [105] observed
typical colistin Cy,,x values of about 2 mg/L, whereas after
a first dose of 3 MIU of CMS Plachouras et al. [106]
observed a colistin Cy,,x of 0.6 mg/L [106] (Fig.5).
Moreover, the Cp,.x values were reached sooner for Gré-
goire et al. [105] (about 3 h) than for Plachouras et al.
[106] (maximum not reached at next administration, i.e.
8 h). These different time to Cp,,x values were related to
greater apparent volumes of distribution, resulting in longer
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Fig. 5 Colistin concentrations following a 3 MIU (million interna-
tional units) dose of colistin methanesulfonate infused over 60 min
every 8 h in a critically ill patient with a creatinine clearance of
82 mL/min and a body weight of 80 kg, predicted from Grégoire
et al. [105] (solid black line), Plachouras et al. [106] (dashed grey
line) and Garonzik et al. [104] (dashed black line). Reproduced from
Grégoire et al. [105] with permission of the American Society of
Microbiology. Conc. concentrations

typical #,, values for colistin (9—14 vs. 3 h) [103-106]. One
major consequence of a longer f,,is that from Plachouras
et al. [106] at least 48 h is necessary to reach steady state,
whereas from Grégoire et al. [105] steady state should be
reached after as soon as 12 h. At steady state there were
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fewer discrepancies between studies: for a patient with a
clearance of creatinine of 82 mL/min, treated with CMS
3 MIU every 8 h, the typical colistin C oy, Was predicted
to be between 1.5 and 3.5 mg/L depending on the study
(Fig. 5) [103—-106]. Plachouras et al. [106] were the first to
point out the difficulties in attaining a Cg 5y, 0f 2 mg/L for
patients with a creatinine clearance >80 mL/min [106].
Recently, Nation et al. [107] suggested the use of an
algorithm to calculate the CMS dose to administer
according to the creatinine clearance, and demonstrated
that less than 40% of the patients with creatinine clearance
above 80 mL/min attained a Ci .y >2 mg/L, even with a
maximal 12 MIU daily dose.

Loading Dose Plachouras et al. [106] suggested that
administration of a loading dose is necessary to achieve
effective colistin concentrations as soon as the first CMS
administration; two subsequent studies have assessed this
suggestion [71, 108]. In the first study, after administration
of 6 MIU of CMS to ten critically ill patients, colistin Cp,ax
values were on average 1.3 mg/L (range 0.3-2.6 mg/L) at
8 h following dosing and the mean colistin #.,, was 18.5 h
[71]. In the second study, following administration of a
9 MIU loading dose to 19 critically ill patients the Cpax
values of colistin were also very variable (mean 2.65 mg/L,
range 0.9-5.1 mg/L) and the mean colistin #,, was 11.2 h
[108]. Colistin concentrations observed in this latter study
were therefore higher than expected from previous studies
performed by the same team [71, 106] but lower than those
predicted by Grégoire et al. [105]. Overall, these discrep-
ancies of colistin pharmacokinetics between studies were
attributed either to (1) a higher proportion of the A and B
forms in the more recent CMS formulations [108]; (2) the
use of different CMS brands; (3) the inclusion of patients
with different renal function; (4) CMS solutions for infu-
sions at concentrations below or above the CMCs of 5.7 g/
L (71,250 IU/mL); (5) in vitro conversion of CMS to
colistin after blood collection [109]; or (6) potential dis-
crepancies in the analytical methods (e.g. in the quantifi-
cation of partly sulfomethylated compounds and potential
hydrolysis during work-up) [108].

Dosing Suggestions Considering the pharmacokinetics
of both CMS and colistin, the CMS dose has to be adapted
to each patient’s renal function. In case of normal renal
function, all of the previous cited studies recommend a
maintenance dose of 9 MIU of CMS per day in two or
three injections [105, 106], which corresponds to the cal-
culated maintenance dose suggested by the algorithm of
Garonzik et al. [104]. It is of note that the most recent
publications all agree that CMS should be administered
twice daily [105-108]. The maintenance dose should be
adapted to the renal function of the patient. The European
Medicines Agency (EMA) suggests that for patients with a
creatinine clearance above 50 mL/min the daily dose

should be 9 MIU (up to 12 MIU in some cases, for patients
with good renal function), for patients with a creatinine
clearance between 30 and 50 mL/min the daily dose should
be between 5.5 and 7.5 MIU, and for patients with a cre-
atinine clearance between 10 and 30 mL/min the daily dose
should be 5 MIU [110, 111].

Concerning the loading dose, Garonzik et al. [104]
suggest it should be adapted to the patient’s body weight
without exceeding 10 MIU, whatever their renal function,
and to begin maintenance doses 24 h later. Karaiskos et al.
[108] demonstrated that a loading dose of 9 MIU followed
by the beginning of a maintenance dose 24 h later was safe
for their 19 critically ill patients with normal renal func-
tion. The Committee for Medicinal Products for Human
Use (CHMP) of the EMA proposed a loading dose of
9 MIU for patients above 60 kg and 6 MIU for patients
below 60 kg; doses up to 12 MIU may be required for
patients but the clinical experience with such doses is
limited [110]. The loading dose should apply to all patients
regardless of renal function. Recently, it was suggested that
the first maintenance dose be administered 12 h after the
loading dose [107].

9.5.2 Pharmacokinetics in Patients with Haemodialysis

In patients with highly impaired renal function, CMS is
poorly excreted in urine and therefore the fraction of dose
available for conversion to colistin is higher. As a conse-
quence, on days without a haemodialysis session, colistin
exposure was threefold greater in critically ill patients
requiring haemodialysis than in patients with preserved
renal function and treated with the same dosage [112].

Considering their molecular weights, CMS and colistin
fractions unbound in plasma can freely pass through dial-
ysis membranes. Moreover, colistin might also adsorb on
dialysis membranes, notably those used for continuous
renal replacement therapy, which could contribute to the
removal mechanism [113]. Indeed, during intermittent
haemodialysis sessions, CMS and colistin are efficiently
cleared [104, 113-116]. Mean clearance of CMS during
haemodialysis session was reported to be between 71 and
95 mL/min [104, 114, 116], and associated estimation of
inter-individual variability was sometimes low (26%
coefficient of variation) [114] but sometimes high (96%)
[104]. Mean clearance of colistin during haemodialysis
session was reported to be between 57 and 134 mL/min
[104, 114, 116]; inter-individual variability was estimated
to be moderate (15 and 44%) [104, 114].

Dosing Suggestions for Intermittent Renal Replacement
Therapy Previous data suggested that during a non-
haemodialysis day, the CMS daily dose should not exceed
3 MIU [104, 112], but recently Nation et al. [107] sug-
gested administration of 3.95 MIU per day to achieve the
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average steady-state colistin concentration of 2 mg/L.
During a haemodialysis day, it is suggested that a supple-
mental dose be administered at the end of the haemodial-
ysis session (30-50% of the daily dose) [104]. In each
study, CMS was administered twice daily [104, 107, 112].

During continuous venovenous haemofiltration (CVVH)
Garonzik et al. [104] reported mean CMS and colistin
removal clearances slightly lower than those measured
during intermittent haemodialysis (64 vs. 95 mL/min and
34 vs. 57 mL/min for CMS and colistin, respectively).
During  continuous  venovenous  haemodiafiltration
(CVVHDF) Markou et al. [117] reported that extracorpo-
real clearance contributed to about 50% of total colistin
clearance; however, the total colistin clearance was lower
than that in patients with normal renal function, suggesting
that a dose reduction may be needed in critically ill patients
with CVVHDF. By contrast, Karvanen et al. [118] reported
that colistin concentrations obtained under CVVHDF and
receiving 2 MIU CMS every 8 h were lower than those for
corresponding patients without CVVHDEF, and conse-
quently that CMS dosage should not be reduced for
patients undergoing CVVHDEF. More strongly, Karaiskos
et al. [119] recommended an increased dose for patients
under CVVH with a loading dose of 12 MIU of CMS
followed by 13—15 MIU daily maintenance doses.

Dosing Suggestions for Patients Under Continuous
Venovenous Haemofiltration The last recommendations
published by Nation et al. [107] correspond with those
published by Karaiskos et al. [119] and suggest a mainte-
nance dose of 13 MIU daily divided into two doses. Con-
cerning the loading dose, even if a loading dose of 12 MIU
has been found more appropriate, clinical data of safety are
limited and it is recommended not to exceed 9 MIU
[107, 119]. Considering the large inter-individual vari-
ability, therapeutic drug monitoring (TDM) is advised for
patients undergoing CVVHDF [120].

9.5.3 Pharmacokinetics in Cystic Fibrosis (CF) Patients

The pharmacokinetics of colistin in CF patients have been
described after IV administration [77, 121] and after nebu-
lisation of CMS. Following IV infusion of CMS, plasmatic
pharmacokinetics for CMS were consistent between studies
[77, 121] and with healthy volunteers [60], i.e. the reported
values for clearance were about 100 mL/min, volume of
distribution about 18 L and #,, about 2.5 h. Colistin phar-
macokinetics in plasma after infusion of CMS were also
characterised by a t,, close to that in healthy volunteers
(4-7 h) [77, 121]. However, it should be noted that after a
single TV infusion with the same CMS brand (Colimycin®),
colistin (the active compound) exposure was 39% lower in
CF patients than in healthy volunteers, suggesting that col-
istin clearance could be higher in CF patients [122].
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After single nebulisation of CMS 2 or 4 MIU to CF
patients, Yapa et al. [77] reported CMS and colistin con-
centrations in sputum that were higher (C,,.x for colistin in
sputum ranging from 2.09 to 21.2 mg/L) than those
resulting from IV administration (Cy.x < 1.0 mg/L) [77].
Moreover, the systemic availability of CMS was low
(about 6%) and systemic exposures to CMS and colistin
were minimal. Ratjen et al. [86] reported colistin concen-
trations that were significantly higher (mean C,,,, about
40 mg/L) than those reported by Yapa et al. [77] in sputum
following nebulisation of a single dose of 2 MIU of CMS,
but their bioanalytical method for quantitating colistin
might have promoted the conversion of CMS into colistin
and thus overestimate colistin concentrations in sputum.

Dosing Suggestion for CF Patients Local administration
of CMS by nebulization with or without IV administration
is suggested for this population. CF centres worldwide
have adopted different inhaled CMS dosing regimens (dose
and dosing interval), with current therapies ranging from
1 MIU of CMS twice daily to 2 MIU of CMS three times
daily [122-125].

9.5.4 Pharmacokinetics in Burn Patients

In burn patients, after IV administration of CMS 5 MIU
every 12 h, the typical 1, of colistin was reported to be
6.6 h [126] and the clearance of colistin was comparable to
that of critically ill patients [103—106] and healthy volun-
teers [60, 127], suggesting that it was not affected by the
hypermetabolism in burn patients. The volume of distri-
bution of colistin was slightly greater than that reported in
healthy volunteers and either greater [105] or lower
[104, 106] than those reported in critically ill patients.

10 Adverse Events

Two main types of toxicity, nephrotoxicity and neurotox-
icity, are reported with the use of colistin. However, recent
studies have reported that the incidence of nephrotoxicity is
less common and severe than that reported in studies and
case reports published until 1983 [128]. The observed
nephrotoxicity was as high as 50% in old studies versus
15-25% 1in recent studies, although the definition of
nephrotoxicity was not standardised between the studies
[128]. However, in a recent study in patients with severe
sepsis or septic shock, there was an incidence rate of acute
kidney injury (AKI) of 44% following colistin adminis-
tration [129]. Risk factors for nephrotoxicity include
baseline renal impairment, age, severity of illness,
nephrotoxic agents, duration of therapy and daily dose by
ideal body weight [129, 130]. A residual concentration of
colistin >2.42 mg/L was also reported as a predictor for
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AKI [131]. In contrast, CF might be protective against the
development of nephrotoxicity [130].

Colistin-associated nephrotoxicity usually occurs within
the first 5 days of treatment and is reversible upon cessa-
tion of treatment [132, 133]. Renal insufficiency generally
manifests as a decrease in creatinine clearance but
haematuria, proteinuria, cylindruria or oliguria can also
occur [128]. The nephrotoxicity of colistin is certainly
related to its extensive renal tubular reabsorption due to the
numerous transporters located in the proximal tubules,
particularly the megalin (see Sect. 9.2) [64, 134]. Colistin
toxicity could be due to its accumulation in the endoplas-
mic reticulum and mitochondria of renal tubular cells,
resulting in a modification of the cell fate under oxidative
stress [135]. Coadministration of ascorbic acid at a daily
dose of 2—4 g in patients with severe sepsis was shown to
reduce the AKI risk to four times lower than that in patients
who did not receive ascorbic acid [129]. This effect could
be explained by a double kidney-protective effect toward
both colistin-induced and septic renal damage [129].
However, in another study with moderately ill patients the
ascorbic acid did not offer a nephroprotective effect [134].

The incidence of neurotoxicity related to the use of
colistin is lower than that of nephrotoxicity [128]. The
most frequent neurological adverse effect is paraesthesia,
which in old studies was reported to occur in 27 and 7.3%
of patients receiving IV and intramuscular CMS, respec-
tively. Other neurological adverse events include mental
confusion, vertigo, ataxia and seizure, but the most dreaded
complication is neuromuscular blockade presenting as
respiratory muscle paralysis and apnoea [128, 136]. Like
renal toxicity, neurological toxicity is considered to be
dose dependent and is usually reversible after early dis-
continuation of the treatment [128].

Colistin aerosol therapy is generally well-tolerated, with
few reported adverse events such as throat irritation, cough
and bronchospasm [137, 138].

Intrathecal/intraventricular administration is also well-
tolerated. One of the adverse effects reported is chemical
meningitis (5/153 cases reported between 1972 and 2016)
with complete resolution after the discontinuation of the
intrathecal administrations, and there is no mention of
nephrotoxicity [139].

11 Therapeutic Drug Monitoring

Because the pharmacokinetics of colistin is very variable
between patients (Fig. 4), and because its therapeutic
window is narrow, TDM of colistin is warranted after IV
administration [140]. TDM of colistin requires a validated
bioanalytical method (see Sect. 4). Because CMS can
hydrolyse into colistin after sampling, it is recommended

that blood specimens be drawn just before the next dose
(trough), i.e. when the CMS concentrations are the lowest,
and to handle the samples quickly.

It has been reported that colistin Cg .y, values should be
higher than 2 mg/L to be effective [107]. These plasma
concentrations of colistin should allow the pharmacoki-
netic/pharmacodynamic indices to reach target values
determined in the mouse thigh infection model (ratio of the
area under the unbound concentration—time curve to the
MIC [fAUC/MIC] of about 12) for bacteria with an MIC
lower than 2—4 mg/L [111], which correspond to the
EUCAST breakpoint for susceptibility [44]. However,
minimum plasma concentrations (Cp,;,) of colistin higher
than 2.5 mg/L have been associated with an increased risk
of nephrotoxicity [131, 141]. Therefore, to be effective and
avoid adverse events, Cg,ve should ideally be between 2
and 2.5 mg/L. In practice, the clinically desirable range of
Cgs.avg 1s rather from 2 to 4 mg/L [107], but renal function
has to be monitored. Because it is preferable to draw the
samples just before the next dose and because the fluctu-
ations of plasma concentrations are relatively weak, this
therapeutic window can also apply to residual concentra-
tions. CMS dosing regimen has to be individualised
according to concomitant medications and to the risk/
benefit ratio for each patient.

12 Pharmacodynamics
12.1 In Vitro Pharmacodynamics
12.1.1 Experimental Issues

As the presence of Ca®t and Mg®" ions modifies the sus-
ceptibility of bacteria to colistin, their concentration into
broth should be controlled and CAMHB is generally used
for in vitro pharmacodynamic experiments with colistin
[41]. From an experimental point of view, the fraction of
colistin bound to CAMHB with initial colistin concentra-
tions of 10 and 30 mg/L was 5% [142]. Therefore, the
growth medium seems to not affect unbound concentra-
tions of colistin used for in vitro experiments.

The in vitro determination of bacterial susceptibility to
colistin poses numerous experimental problems. Several
studies reported potential non-specific binding of colistin to
experimental material [142—-145]. Karvanen [146] charac-
terised the extent of the colistin loss in different types of
laboratory materials during simulated time-kill experiments
without bacteria. The type of material and the concentration
of colistin were the two main factors contributing to non-
specific binding of colistin: out of four tested materials
(glass, polypropylene, polystyrene and low protein-binding
polypropylene), none performed well enough to enable to
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ignore binding to material at concentrations between 0.125
and 8 mg/L. The best performing material was low protein-
binding polypropylene with colistin loss between 45 and
10%. The relative loss due to binding increased when the
concentration decreased; for instance in CAMHB, when
using large polypropylene tubes, at 24 h the measured
colistin concentration represented 13 and 62% of the 0 h
concentrations of 0.125 and 4 mg/L, respectively. In poly-
styrene microplates the colistin losses were even larger, e.g.
the measured concentration represented 4% of the expected
8 mg/L concentrations [146]. The impact of this non-
specific binding on in vitro pharmacodynamic results is
unclear. However, it is recommended, when possible, that
low protein-binding polypropylene be used and colistin
concentrations are measured during the time course of the
experiments.

12.1.2 Pharmacokinetics/Pharmacodynamics of Colistin
Alone

For colistin, in vitro pharmacokinetic/pharmacodynamic
studies mainly focused on three Gram-negative pathogens:
P. aeruginosa, A. baumannii and K. pneumoniae.

Determination of the pharmacokinetic/pharmacody-
namic index that best predicted colistin efficacy on P.
aeruginosa was performed using a dynamic in vitro phar-
macokinetic model. fAUC/MIC was shown to be the
pharmacokinetic/pharmacodynamic index that most clo-
sely correlated with the killing of P. aeruginosa, with
target values for 2 log;, kill at 24 h of between 27.2 and
41.7 for reference strains (ATCC27853 and PAO1) [147].

In time-kill experiments, with a constant concentration of
colistin over time, colistin was shown to be bactericidal on 21
P. aeruginosa strains at concentrations higher than
0.5 x MIC, with complete killing happening very quickly
and bacteria becoming undetectable 4 h after treatment ini-
tiation. At concentrations equal to 0.5 x MIC, a small initial
decrease in the concentration of colony forming units (cfu)
was observed, followed by regrowth at 24 h [148] (Fig. 6).
Time-kill experiments were also performed on the A. bau-
mannii ATCC19606 reference strain and on 16 clinical iso-
lates. Similar to what was observed with P. aeruginosa, low
concentrations of colistin produced an initial decrease in cfu/
mL followed by regrowth at 24 h [149]. In time-kill exper-
iments on reference and clinical strains of K. pneumoniae, a
regrowth was also observed after an initial rapid killing, even
at a high colistin concentration (i.e. 64 x MIC) [150].

Dynamic in vitro models allow mimicking of human
clinical regimens and evaluation of antimicrobial efficacy
at concentrations varying over time. In this way, the effi-
cacy of four different clinical dosing regimens of colistin
against A. baumannii were compared, but none were able
to eradicate the bacterial strain [151].
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Fig. 6 Typical observed profile from one experiment for static time-
kill curves for Pseudomonas aeruginosa exposed to colistin. Time-
kill curve experiments for wild-type (ATCC27853) P. aeruginosa
with concentrations ranging between 0.042 and 12 mg/L (minimum
inhibitory concentration [MIC] = I mg/L). Reproduced from
Mohamed et al. [155] with permission of the American Society of
Microbiology. cfu colony-forming units

Population analysis profiles (PAPs) can be performed
during time-kill or dynamic experiments in order to explore
the heteroresistance phenomenon, characterised by the
presence of several subpopulations of bacteria with dif-
ferent susceptibilities to colistin. A dynamic in vitro
pharmacokinetic model was used to compare the efficacy
of colistin regimens with 8, 12 or 24 h dosing intervals
against P. aeruginosa [152]. No difference in bacterial kill
was observed between regimens, but PAPs suggested that
the 8 h dosing interval minimised the emergence of resis-
tance [152]. PAPs on A. baumannii strains showed that 15
of 16 clinical isolates contained a resistant subpopulation,
representing a small fraction of bacteria, at the start of the
experiment. This so-called ‘heteroresistance’ was observed
even though all strains were classified as colistin sensitive
according to their MIC values [149]. Heteroresistance was
also observed with reference and clinical K. pneumoniae
strains, even in strains categorised as colistin sensitive
based on their MIC [150].

Semi-Mechanistic Modelling Traditional analysis of
pharmacokinetic/pharmacodynamic ~ experiments  are
mostly qualitative, based on the variations of bacteria
counts at a given time. Analysis data with semi-mecha-
nistic mathematical models are useful to quantify the
phenomenon observed during time-kill or dynamic exper-
iments, such as bacterial resistance, antimicrobial efficacy
or inoculum effect. Moreover, once a model has been
developed it can be used to simulate different dosing
regimens.
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Table 1 Chequerboard results

Drug class Bacteria species References

Klebsiella pneumoniae Pseudomonas aeruginosa Acinetobacter baumannii
B-Lactam - 18/125 63/245 [161, 164, 165, 183, 184]
Carbapenem 3/8 171 63/124 [156, 158, 161, 167]
Ciprofloxacin - 14/26 - [183]
Fosfomycin - 19/87 - [157]
Glycopeptide 1/12 0/4 38/111 [157-160, 162, 169, 171, 172, 174]
Linezolid - - 6/40 [162]
Daptomycin - - 212 [170]
Rifampicin 8/8 - 10/45 [158, 172, 184]
Tigecycline 6/8 - 18/95 [158, 166, 184]
Trimethoprim 2/8 0/8 8/8 [174]

Fractions are given as the number of strains with a Fractional Inhibitory Concentration Index (FICI) <0.5/total number of strains tested

These pharmacokinetic/pharmacodynamic models have to
describe the bacterial resistance to colistin. Resistance of P.
aeruginosa and A. baumannii has been modelled either by
splitting the bacterial population into several growing sub-
populations with different susceptibility to colistin [153, 154],
or with one sensitive subpopulation that adapts itself in the
presence of colistin and gradually becomes resistant to it, but
that can also switch to a non-growing ‘persistent’ form [155].

Mechanistic models can take into account some other
aspects of the colistin mechanism of action, such as the
inoculum effect and the competitive binding between
cations (i.e. Ca®" and Mg”>") and colistin on the bacterial
LPS [153, 154].

These models enable characterisation of the suscepti-
bility of a specific strain to colistin (e.g. concentration of
drug producing 50% of maximum effect [ECso] = 1.16 mg/
L for P. aeruginosa ATCC27853 [155]), the bacterial
growth rate (e.g. mean turnover time of 75 min for A.
baumannii ATCC19606 [154]) or the adaptation develop-
ment rate (first-order adaptation rate constant of 7.2 h™" for
A. baumannii ATCC19606 [154]).

Based on a pharmacokinetic/pharmacodynamic model,
recommendation of a flat fixed loading dose followed by 8-
or 12-hourly maintenance doses with an infusion duration
of up to 2 h was made for patients infected with P.
aeruginosa [155]. In A. baumannii infection, these simu-
lations suggested that with current regimens used in the
clinical setting, polymyxin B administration was better
than colistin administered as CMS because of more rapid
target concentration attainment [154].

12.1.3 Pharmacokinetics/Pharmacodynamics of Colistin
in Combination

In order to counteract the growing number of colistin-re-
sistant strains, recent studies have shifted from studying

colistin monotherapy to studying colistin activity in com-
bination. Multiple methods have been used to evaluate the
efficacy of combinations. Chequerboards and E-tests have
been used for initial screening but, given the problems
encountered with colistin E-tests (see Sect. 12.1.1), results
obtained with this method are not covered in this review.
Interesting combinations have been more thoroughly
studied using time-kill experiments, with data resulting
from these experiments being analysed with traditional
methods or mathematical modelling.

Chequerboards Chequerboard results reported in the
literature are summarised in Table 1. Chequerboard studies
were interpreted by calculating the Fractional Inhibitory
Concentration Index (FICI). Thresholds for FICI were
usually as follows: FICI <0.5 indicated synergy, FICI
between 0.5 and <4 indicated indifference/additivity and
FICI >4 indicated antagonism [23, 155-171].

The most studied species was A. baumannii (n = 670) and
the most tested antibiotic family were B-lactams (n = 370).
From this review of the literature, the global rate of synergy
between colistin and various antibiotics was 29% (280/965).
When synergy was not elicited, the different combinations
were at least additive or indifferent, except for some very rare
cases of antagonism. Therefore, these chequerboard results
support the use of colistin in combination, even if no partic-
ular antibiotic class seems to be synergistic with colistin.

Time-Kill Experiments In time-kill experiments, com-
binations were considered synergistic when they led at
least to a 2 log;g cfu/mL decrease compared to the most
active monotherapy at 24 h.

Colistin was shown to be synergistic with imipenem,
doripenem, vancomycin, rifampicin (rifampin), trimetho-
prim and trimethoprim/sulfamethoxazole against A. bau-
mannii strains [167, 171-174]. The addition of sulbactam
improved the efficacy of the doripenem—colistin combina-
tion [173].
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Against K. pneumoniae strains, colistin was shown to be
synergistic with aztreonam, fosfomycin, meropenem,
rifampicin, trimethoprim, trimethoprim/sulfamethoxazole
and vancomycin [168, 174]. The same was true for aztre-
onam, fosfomycin and rifampicin in triple-antibiotic com-
binations with meropenem and colistin [168].

Colistin was shown to be synergistic with trimethoprim,
trimethoprim/sulfamethoxazole and vancomycin against
one colistin-resistant strain of P. aeruginosa [174].

Traditional time-kill criteria for evaluating synergy (e.g.
Alog ;o cfu/mL at 24 h) have the same limitations as FICI
to show a synergy when one of the tested drugs is already
effective against the studied strain, because it is hard to
improve an already important effect. This could explain
why synergy was more often observed against strains that
were resistant to one antibiotic of the combination than
against sensitive strains. Moreover, time-kill studies found
synergistic combinations more often than chequerboards.
This could be either because the time-kill experiments are a
more powerful tool to demonstrate synergy or because
time-kill experiments focused on more resistant strains.
Indeed, the number of strains tested by chequerboards was
generally greater than that tested by time-kill experiments
because chequerboards are quicker and cheaper.

Semi-Mechanistic Modelling Built on a previously
developed pharmacokinetic/pharmacodynamic model for
colistin against P. aeruginosa [153], a model for the col-
istin—doripenem combination effect on P. aeruginosa was
developed from time-kill and PAPs data [163]. In this study,
multiple dosing regimens and inocula were tested. Results
suggested that colistin monotherapy, even at a high dose,
should be avoided due to rapid amplification of resistant
subpopulations. In contrast, the results suggest that the col-
istin—doripenem combination would be efficient. The impact
of the combination on the different subpopulations charac-
terised by the PAPs was also assessed.

Based on another previously developed pharmacoki-
netic/pharmacodynamic model of colistin on P. aeruginosa
[155], a model of the colistin—-meropenem combination
effect on P. aeruginosa was developed from time-kill data
[175]. This pharmacokinetic/pharmacodynamic model
suggested that the combination at clinically achievable
concentrations would be efficient to treat infections with
meropenem-resistant P. aeruginosa.

12.2 In Vivo Pharmacodynamics

Only a few in vivo pharmacodynamic studies have been
performed with colistin alone or in combination. Studies of
colistin monotherapy focused on the determination of the
best pharmacokinetic/pharmacodynamic index and its tar-
get value. Studies of colistin combination therapy used
Alogo cfu/mL at different timepoints to assess synergism.
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12.2.1 Colistin Alone

The pharmacokinetic/pharmacodynamic index that best
predicted in vivo colistin efficacy was determined in mice
thigh and lung infection models with three P. aeruginosa
strains and three A. baumannii strains. Initially, two studies
reported in vivo pharmacokinetic/pharmacodynamic index
target values [176, 177], but errors in the determination of
the in vivo f,, of colistin led the experiments to be repeated
[67]. In this next study, fAUC/MIC was the pharmacoki-
netic/pharmacodynamic index that most closely correlated
with the killing of bacteria. In the thigh infection model,
target values for 2 log kill were between 7.4 and 13.7 for
P. aeruginosa strains and between 7.4 and 17.6 for A.
baumannii strains. In the lung infection model the target
values for efficacy were much higher. It was possible to
achieve 2 log;o kill in lung for only two-thirds of P.
aeruginosa and one-third of A. baumannii strains (target
values of fAUC/MIC between 36.8 and 105) [178].

12.2.2 Colistin in Combination

A murine thigh infection model was used to evaluate
combinations of colistin and several antibiotics against
extensively drug-resistant (XDR) A. baumannii [179] and
against K. pneumoniae and E. coli [180]. Efficacy was
evaluated with bacterial counts in thigh at 24 h. Rifampi-
cin, fusidic acid and meropenem combined with colistin
were synergistic against XDR A. baumannii [179]. By
contrast, colistin and tigecycline in association were
antagonist against several strains of K. pneumoniae and
E. coli [180].

Colistin monotherapy and its combination with tigecy-
cline were compared in a mice sepsis model infected by
carbapenem-resistant K. pneumoniae [181]. Colistin and
tigecycline monotherapies significantly reduced bacterial
counts in liver and lung tissues, but the combination ther-
apy was not superior to these monotherapies.

Readers especially interested in clinical combinations of
polymyxins are referred to Lenhard et al. [182] for a more
detailed review.

13 Conclusion

Pharmacokinetic and pharmacodynamic studies on colistin
are difficult to carry out because it binds to many types of
laboratory materials. Colistin renal clearance is very low
due to intensive tubular reabsorption. However, the dosing
regimen of colistin should be adapted to the renal function
of the patient because CMS is partly eliminated by the
kidney. Moreover, because the pharmacokinetics of col-
istin are very variable, and because its therapeutic window
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is narrow, TDM of colistin is warranted. Resistance of
bacteria to colistin is increasing worldwide in parallel to its
clinical and veterinary uses. In vitro, when exposed to
colistin, bacteria develop resistance mechanisms rapidly. In
these cases, pharmacokinetic/pharmacodynamic models
can be used to quantify the loss of colistin efficacy and
determine optimal dosing regimens. The use of a loading
dose might reduce the emergence of resistance but the use
of colistin in combination also seems necessary. Some
pharmacokinetic/pharmacodynamic studies of colistin in
combination have already been conducted, but further
investigations are necessary.
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Colistin Pharmacokinetics in
Pediatrics

To THE EDITOR—Mesini et al have re-
cently published an article relying on
colistin area under the time-concentra-
tion curve (AUC) in children, leading
to dosing regimen recommendations
[1]. Measured colistin concentrations
are surprisingly high and uncontrolled
degradation of the infused prodrug

(colistin methanesulfonate [CMS]) may
be suspected, but this is impossible to
assess as CMS concentrations are not re-
ported. Yet there is no doubt that AUC
estimate based on 2 concentrations is
inappropriate.

First, drug concentration measured at
the end of an infusion is considered to
correspond to peak concentration (C__ ).
This would be true for the infused CMS,
but not for colistin, which is formed pro-
gressively in the body from CMS hydrol-
ysis, leading to a delayed peak as shown
on many occasions in adult patients [2-4]
or healthy volunteers [5]. Second, the for-
mula used to estimate AUC_,, uses 3 pa-
rameters that are all inappropriate. Peak
concentration values (C_ ) are erroneous
for reasons just mentioned. Then, since
CMS was administered twice daily, trough
concentrations (C_, ) measured 12 hours
after infusion would provide an estimate
of AUC,_ . butnot AUC

0-12h 0-24h
by the authors for dosing recommenda-

as considered

tions. Last, the elimination rate constant
Kel may be estimated from 2 data points
only if these were obtained during the
terminal elimination phase, which is not
the case here as the so-called C__concen-
tration was actually determined at a time
when colistin concentrations were still in-
creasing with time and therefore not dur-
ing the decay phase.

Based on these comments, dosing rec-
ommendations derived from this article
should be considered with great care.
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Reply to Magréault et al

To THE EpiTOR—We thank Magréault
and colleagues for their comments [1] that
allow us to better specify our approach to
colistin plasma determination.

We know that colistimethate degradates
spontaneously in plasma and this could
modify the results of liquid chromatog-
raphy—mass spectrometry. However, within
1 hour from sampling, this degradation is
negligible, as documented by Gobin and
coworkers [2]. Indeed our procedure for
colistin plasma determination provides
that plasma samples are stored at -30°C
within 30 minutes from sampling and
until they are analyzed [3]. This eliminates
the risk of overestimation by spontaneous
degradation.

As for the equation used for area under
the concentration-time curve (AUC) cal-
culation, we know that it represents a
simplification as more samples could be
needed to have a precise AUC, whereas
actual computation from 1 or 2 samples
requires  sophisticated mathematical
methods that can be difficult to apply in
the everyday clinical practice. However,
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Annexe III :

Cas clinique - Gentamicin-vancomycin-colistin local antibiotherapy in a
cement spacer in a 54-year-old haemophilic patient with relapsing
plurimicrobial severe prosthetic joint infection.
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Gentamicin—vancomycin—colistin local antibiotherapy
in a cement spacer in a 54-year-old haemophilic
patient with relapsing plurimicrobial severe prosthetic

joint infection

Tristan Ferry,"*** Romain Desmarchelier,” Sophie Magréault,>’ Florent Valour,

behalf of the Lyon BJI Study group

DESCRIPTION

A 54-year-old patient with haemophilia and
hepatitis C virus infection experienced acute left
prosthetic joint infection due to Klebsiella pneu-
moniae and Staphylococcus aureus following
unipolar exchange in September 2015. As the
outcome was not favourable with bloody discharge
despite haemophilic factor substitution, a new
local debridement was performed in May 2016
and multidrug-resistant Enterobacter —asburiae
(only susceptible to imipenem, colistin, amikacin
and fosfomycin) and Corynebacterium striatum
(only susceptible to vancomycin, rifampin and
linezolid) grew in cultures. As explantation was
considered too risky due to the potential bleeding,
systemic intravenous treatment was proposed with
imipenem (3 g/day), vancomycin (2.5g/day) and
fosfomycin (12 g/day). After 3 months of therapy,
the bloody discharge persisted. One month after
discontinuation of antibiotics, the patient presented
a large ‘bourgeon charnu’ with impressive bloody
discharge (figure 1A). X-ray revealed trochanter
osteolysis, without prosthesis loosening (figure 1B).
Prosthesis explantation was performed, and a
commercial articulated spacer was inserted. We
used the COPAL G+YV, which delivers locally a high
amount of gentamicin and vancomycin. To have an
activity against the Gram-negative pathogen, we
decided to add 6 MUI of Colimycine to each dose
of cement even if few data were available on this
practice.” A total of five doses were required to do
the articulated spacer (figure 1C), leading to a total
local dose of 30 MUI of colimycin. Additionally, the
patient received as empirical therapy meropenem
(6g/day) and daptomycin (700mg/day). Colistin
(the active form of Colimycine) concentrations were
measured locally from suction drainage fluid and in
plasma (to ensure that there is no systemic diffu-
sion) using liquid chromatography. High concen-
trations of colistin were measured locally during
several days, 32 times (at day 1) and 5 times (at day
4) above the E. asburiae colistin minimum inhibi-
tory concentration (MIC=0.125 mg/L). Cultures of
per operative samples yielded the same E. asburiae,
but not the Corynebacterium. Colistin concentra-
tion in plasma was below the limit of quantification
set at 0.04mg/L. Colistin was then administered
systemically at day 5, taking over the local admin-
istration. The outcome was initially favourable, but
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Figure 1
prosthesis explantation; radiological aspect of the
antibiotic-loaded articulated spacer, after prosthesis
explantation (C); colistin concentrations in the suction
drainage fluid and in plasma (D). MIC, minimum
inhibitory concentration.

Local (A) and radiological (B) aspects before

debridement and spacer explantation were required
several weeks later as haematoma with bloody
discharge occurred. Superinfection with Entero-
coccus faecalis and Candida albicans was detected
and treated. The E. asburiae was never found again.
Nine months later, a small intermittent haemor-
rhagic discharge was still observed, making pros-
thesis reimplantation impossible.

Articulated spacers are currently used in patients
with knee prosthesis infection, as they are associ-
ated with significant improvement of clinical results
and knee functionality after reimplantation.” More-
over, in prosthetic joint infections, there is growing
evidence concerning the potential efficacy of antibi-
otic-loaded spacer that provides a high local concen-
tration of antibiotic.” Commercially or locally

Learning points

» Antibiotic-loaded spacer delivers high
concentrations of colistin locally, without
systemic diffusion.

» Combination of local antimicrobials could be
useful for the treatment of multidrug-resistant
prosthetic joint infection.

BM)
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made gentamicin or vancomycin spacers are usually used in this
indication. Facing polymicrobial prosthetic joint infection with
multidrug-resistant pathogens, it could be useful to use a combi-
nation of antibiotics in the spacer. Gentamicin and vancomycin
are synergistic against staphylococci and might also prevent
superinfection with these pathogens. Here, awaiting the culture
results, the addition of colimycin in the spacer allowed high local
concentrations of colistin, with no potential of systemic toxicity.
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manuscript. SM performed the measurements of colistine.
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Pharmacocinétique et Suivi thérapeutique

pharmacologique de la colistine

La colistine est un antibiotique utilisé en dernier recours dans les infections a bacilles gram négatifs
multirésistants. Elle est administrée sous la forme de sa prodrogue, le colistiméthate sodique (CMS).
Bien que les données disponibles sur cet antibiotique aient largement augmenté depuis I'apparition
des dosages du CMS et de la colistine par méthode séparative couplée a un détecteur, les disparités
entre les études perdurent, les mécanismes pharmacocinétiques impliqués ne sont pas tous élucidés

et les données manquent quant a I'optimisation de I'utilisation de cet antibiotique.

Cette these a ainsi permis de :

1) Vérifier que les dosages de CMS et colistine réalisés dans différents centres européens
étaient conformes et homogenes via la réalisation d'une étude de cross-validation
multicentrique.

2) Mettre en évidence 'ampleur de la variabilité interindividuelle des concentrations moyennes
a l'équilibre en colistine et montrer que cette variabilité était essentiellement due a la
clairance de la colistine.

3) Montrer les difficultés de la mise en place d’'une optimisation posologique précoce du CMS
par analyse bayésienne.

4) Evaluer I'impact pharmacocinétique d’'une administration du CMS en une seule injection
journaliére.

5) Etudier la pharmacocinétique du CMS et de la colistine apres administration par voie
intraveineuse et nébulisée de CMS chez les patients souffrant de mucoviscidose.

6) Suggérer une augmentation de la posologie de la colistine en pédiatrie.

Ces travaux ont permis d’accroitre les connaissances sur la pharmacocinétique de la colistine et de
proposer de nouvelles stratégies thérapeutiques afin de contribuer a I'amélioration de la prise en

charge des patients.

Mots clés : colistine, antibiothérapie, suivi thérapeutique pharmacologique, pharmacocinétique, LC-

MS/MS



