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1. Introduction

Les béta-lactamines forment une famille d’antibiotiques parmi les plus utilisées dans le
monde tant en secteur hospitalier qu’en ville. Leur usage en clinique humaine est une
histoire récente apparue dans les années 1940, Contrairement aux idées regues, les béta
lactamines ne sont pas la premiere famille d’antibiotiques mise sur le marché en France,
mais arrivent plusieurs années apres la commercialisation des Sulfamides (Septoplix®,
disponible en France a partir de 1936)[1].

L’histoire retient que la pénicilline est née avec la célébre découverte de Flemming en 1928.
La réalité est plus complexe car Flemming a mis en évidence un effet antibactérien du
Penicilium notatum et suggere dans le British Journal of Experimental Pathology en 1929 que
cet effet pourrait étre attribué a une substance que ce champignon sécrete en lui donnant le
nom de pénicilline. Tout le potentiel d’une telle observation n’est pas immédiatement
exploité et prés de dix ans s’écoulent entre la mise en évidence de I'effet de la pénicilline et
son isolement. Méme si sa premiére utilisation en clinique date de 1940, la pénicilline reste
alors tres difficile a produire en grande quantité.

La pénicilline devient la premiéere d’une longue série de béta-lactamines a étre produite en
masse seulement a partir de I'année 1943 sous I'impulsion du War Production Board aux
Etats Unis[2]. A noter que sa production débute aussi a partir d’octobre 1943 en France par
les laboratoires Rhdne-Poulenc -alors sous étroit contréle de la firme allemande Bayer- avec
de premiéres utilisations chez I’'Homme en janvier 1944[3].

Son usage dans |’hexagone sera cependant largement démocratisé par les armées
américaines a la Libération. Entre les années 1950 et les années 1980, chaque décennie ou
presque verra naitre de nouvelles classes de béta-lactamines dont certaines sont largement
utilisées de nos jours.

2. Partie bibliographique
2.1 Pharmacologie

Les béta-lactamines ont pour motif structural commun, un noyau béta-lactame (un
hétérocycle présentant une fonction amide) autour duquel vont pouvoir prendre place
différents groupements qui vont caractériser les principales classes composant la famille des
béta-lactamines : pénicillines, céphalosporines, carbapénémes et monobactames. (figure 1)

11
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Figure 1 : structure des différentes classes de béta-lactamines (structure commune encadrée
en rouge)

2.1.1 Mécanisme d’action

L’'ensemble des béta-lactamines présente un mode d’action similaire en inhibant la
synthése de la paroi bactérienne par fixation aux protéines liant la pénicilline (PLPs). La
paroi des bactéries Gram positif comme négatif présente un motif commun, a savoir le
peptidogycane. Ce peptidoglycane est par définition constitué de chaines de glycanes et de
peptides. Les glycanes sont formées par I'alternance de deux sucres, N-acetyl glucosamine
(NAG) et acide N-acetyl muramique (ANAM). Par ailleurs, quatre acides aminés sont reliés a
I'acide N-acetyl muramique formant des sous-unités tetrapeptidiques. Des ponts
interpeptidiques relient les sous-unités tetrapeptidiques entre elles ce qui permet de relier
deux chaines de glycanes adjacentes (figure 2).

12



NAG : N-acétyl glucosamine “
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Figure 2 : structure de la paroi bactérienne[4].

La synthése de la paroi s’effectue en trois étapes de I'intérieur vers I'extérieur des structures
bactériennes : cytoplasmique, membranaire puis pariétale.

L’étape cytoplasmique consiste en la synthése du motif du N-acétyl muramyl-pentapeptide
dont le motif est terminé par deux D-Alanines (D-ALA). Cet ensemble est relié au NAG. Lors
de I'étape membranaire, un transporteur lipidique permet le passage de la membrane
cytoplasmique du disaccharide pentapeptidique venant d’étre formé dans le cytoplasme.

La phase pariétale permet l'allongement de la chaine de peptidoglycanes en rajoutant
I'ensemble N-acétyl muramyl-NAG -pentapeptide néoformé au peptidoglycane existant par
rupture de la liaison D-ALA-D-ALA libérant I’énergie nécessaire a la formation d’une liaison
peptidique. On obtient alors la structure, NAG-ANAM-tétrapeptide définissant le
peptidoglycane.

L'enchainement des unités disaccharidiques est permis par les transglycosylases et Ia
réticulation de I'ensemble par les transpeptidases qui mettent en place les ponts
interpeptidiques. Cette étape de syntheése des peptidoglycanes est régulée par des
carboxypeptidases et par les autolysines.

Les béta-lactamines agissent précisément sur cette phase pariétale de deux maniéres[5] :

- Un effet bactériostatique par inhibition compétitive des transpeptidases et des
carboxypeptidases. Cette inhibition est permise par I'analogie structurale entre le
noyau béta-lactame et la liaison D-ALA-DALA. Ces deux enzymes-cibles sont les PLPs

- Un effet bactéricide est obtenu par un déclenchement anarchique des autolysines

13



La réponse bactérienne a I'antibiotique peut prendre la forme de la synthese d’enzymes
inactivant les béta-lactamines : les béta-lactamases.

2.1.2 Spectre

Les béta-lactamines dans leur ensemble possedent un spectre large avec une activité
sur les bactéries a Gram positif et négatif, les anaérobies et les spirochétes. Comme évoqué
précédemment, les pénicillines, céphalosporines, carbapénémes et monobactames se
distinguent par leurs groupements chimiques autour du noyau béta-lactame. Ces différences
structurales sont a I'origine d’une variation de leurs spectres pour chaque classe[6].

Pénicillines

Les pénicillines sont caractérisées par un noyau péname constitué par le noyau béta-lactame
et un cycle thiazolidine. Il existe trois « générations » de pénicillines

- La premiere génération comporte la pénicilline G molécule « historique », la
benzathine benzylpénicilline, et la pénicilline V. Ces antibiotiques présentent un
spectre étroit avec une activité essentiellement limitée aux Gram positif
(streptocoque) et aux spirochétes. Sa seule indication reste dans le traitement des
pathologies a spirochétes. Seule la pénicilline V, grace a son groupement
phenoxymethyl permet une administration par voie orale. L'ensemble de ces
molécules est inactivé par les pénicillinases bactériennes.

- Les pénicillines M (pour méticiline) de deuxieme génération, oxacilline et cloxacilline
sont actives sur le staphylocoque sensible a la méticilline (SAMS) et le streptocoque.
Elles sont actuellement indiquées dans les infections a SAMS. La présence d’un
groupement isoxazoline permet une résistance aux pénicillinases des
staphylocoques. La cloxacilline reste la seule pénicilline M a étre administrée par voie
orale.

- Les pénicillines de 3éme génération dites antipyocyaniques comptent :

e Les aminopénicillines (ampicilline, pro-ampicilline, amoxicilline) qui
présentent un spectre élargi par rapport aux pénicillines M avec une activité
sur les bactéries Gram négatif (méningocoque, entérobactéries). Elles restent
inhibées par les pénicillinases bactériennes. La présence d’un groupement
phénol dans la structure de I'amoxicilline permet une administration par voie
orale.
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e Les amidinopénicillines (pivmecillinam), présentent un spectre limité aux
bacilles Gram négatif.

e Les carboxypénicillines comprennent la ticarcilline et la témocilline. La

ticarcilline présente un spectre élargi par rapport aux aminopénicillines et est
indiquée dans les infections sévéres a bactérie Gram négatif.
La témocilline posséde un spectre beaucoup plus étroit mais est la seule
pénicilline présentant une activité sur les entérobactéries productrices de
béta-lactamases a spectre élargi (BLSE). En effet elle est stable vis-a-vis de la
plupart des béta-lactamases.

e Les uréido pénicillines (pipéracilline) présentent un spectre d’activité similaire
a la ticarcilline.

Céphalosporines

Les céphalosporines sont, quant a elles, caractérisées par un groupement céphéme,
constitué du cycle béta-lactame associé a un cycle dihydrothiazine. Elles comptent
également plusieurs générations :

- les céphalosporines de premiére génération (C1G), principalement
représentées par la céfazoline, seule céphalosporine de premiere génération
injectable. On retrouve d’autres antibiotiques de cette génération
administrés par voie orale comme le cefaclor, le cefadroxil et la céfalexine.
L’administration par voie orale est permise par le remplacement du
groupement ester présent pour la cefazoline par un dérivé méthylé, évitant la
dégradation en pré systémique. Cette génération présente un spectre étroit,
surtout anti Gram positif, elle est inhibée par les céphalosporinases
bactériennes.

- la deuxieme génération de céphalosporines (C2G) comprend les
céphamycines (céfoxitine, voie intra veineuse), les alpha-alcoxy iminées
(céfuroxime-axetil, voie orale) et les hydroxylées (céfamandole). Leur spectre
est similaire a la génération précédente avec néanmoins une résistance aux
céphalosporinases augmentée. Leur usage est généralement réservé a
I"antibioprophylaxie.

- les céphalosporines de troisieme et quatrieme génération (C3G/C4G) et
apparentées sont largement utilisées en ville et a I'hopital car elles
présentent un spectre élargi aux bactéries Gram négatif avec une résistance
accrue aux céphalosporinases. Elles restent inhibées par les bactéries
productrices de BLSE. Elles sont disponibles par voie injectable (cefotaxime,
ceftazidime, ceftriaxone, céfépime). La ceftazidime se distingue par une
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action antipyocyanique. Les C3G sont également administrées par voie orale
(cefixime, cefpodxime-proxetil, cefotiam hexétil).

- Il existe une « cinquiéme » génération de céphalosporines, représentée par la
ceftaroline et le ceftobiprole. Ces deux antibiotiques sont les seuls de leur
famille a exercer une action sur les staphylocoques résistants a la méticilline
(SARM). Le ceftolozane est généralement considéré comme une
céphalosporine de 5°™¢ génération, il présente une activité antipyocyanique
lors de résistances a la ceftazidime et a I'imipénem.

Carbapénémes

Les carbapénémes présentent un groupe péneme qui leur est spécifique. Il se différencie
chimiguement du noyau péname des pénicillines par un atome de carbone remplacant un
soufre et la présence d’une liaison insaturée. Ce sont des antibiotiques de réserve
disponibles uniquement par voie parentérale, réservés aux infections séveres en traitement
probabiliste et aux germes multirésistants pour une infection documentée. Leur spectre est
étendu aux Gram positif et négatif avec une stabilité vis-a-vis des BLSE pour I'ensemble de
ses représentants, imipénem, méropénem, et ertapénem dans leur ordre d’apparition. Ils se
différencient des autres béta-lactamines par un effet post-antibiotique in vitro exercé sur les
bacilles Gram négatif, permettant une absence de croissance des bactéries a des
concentrations inférieures a leur CMI[7]. L'imipénem est associé a la cilastatine pour inhiber
les déhydropeptidases, enzymes physiologiquement présentes au niveau du tubule rénal,
qui dégradent lI'imipénem. L'ertapénem présente un spectre plus étroit car dépourvu
d’activité antipyocyanique.

Monobactames

Les monobactames sont seulement représentés par I'aztréonam, antibiotique de réserve
utilisé dans les infections séveres a bacille a Gram négatif. L’aztréonam est inhibé par les
bactéries productrices de BLSE.

Inhibiteurs de béta-lactamases

Les béta-lactamases sont des enzymes bactériennes constitutives ou inductibles synthétisées
par les bactéries Gram négatif. Elles sont divisées en quatre classes selon la classification
d’Ambler (tableau 1).
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Ces enzymes ouvrent le cycle béta-lactame empéchant de ce fait 'analogie structurale avec
la liaison D-ALA-D-ALA nécessaire a l'inhibition des transpeptidases et des carboxypeptidases
bactériennes. Les inhibiteurs de béta-lactamases ne sont pas des béta-lactamines a
proprement parler mais sont généralement rattachés a cette famille et utilisés en
combinaison avec elles.

Les principaux inhibiteurs de béta-lactamases sont |‘acide clavulanique, associé a
I'amoxicilline et la ticarcilline, le tazobactam associé a la pipéracilline et au ceftolozane. lls
sont actifs sur les béta-lactamases de classe A. De nouveaux inhibiteurs de béta-lactamases
ont été mis sur le marché comme l'avibactam (famille des diazabicyclooctanes, DBO) en
combinaison avec la ceftazidime. En perdant sa structure béta-lactame, son activité s’est
élargie aux béta-lactamases de classe C.

Tableau 1 : classification des béta-lactamases selon Ambler.

Béta-
Enzymes Pénicilline lactamines+
Classe . C1G C2G/C3G inhibiteurs Carbapénémes
(génes) s 0
béta-
lactamases
Pénicillinases
(TEM, SHV)
Pénicillinases TRI
A BLSE
(bla CTXM)
Carbapénéemases
(KPC GES)
B Carbapénéemases

(NDM, VIM, IMP)

Céphalosporinases
(AmpC)

Carbapénéemases
(Oxa 48)

|:| Classes de béta-lactamines inactivées
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Nouvelles béta-lactamines a I'étude

Parmi les nouvelles béta-lactamines nouvellement ou bientét mises au marché on ne
retrouve pas de nouvelles classes mais généralement une association entre principes actifs
nouvellement créés et une deuxieme molécule déja existante.

- Le cefidérocol est une nouvelle céphalosporine anti Gram négatif. Son
mécanisme d’action est original car elle se chélate au fer ce qui conduit a son
entrée dans la bactérie par I'utilisation de transporteurs actifs du fer présents
dans la membrane externe de la bactérie. Elle est stable vis-a-vis des béta-
lactamases de classe A, B et D (carbapénémases) et fait actuellement I'objet
de deux essais de phase lll (pneumonies associées au soin et infection a
bacille Gram négatif résistant aux carbapénémes)|[8].

- le sulopénem est un nouvel antibiotique de la famille des carbapénémes
actuellement en essai de phase Ill comparé a I'ertapénem, il possede un
spectre similaire a l'ertapénem mais présenterait l'avantage d’une
administration per os[9].

- I'association méropénem- vaborbactam qui vient d’étre mise sur le marché
dans le cadre d’infections compliquées a enterobactéries résistantes au
méropénem. L’association méropénem-vaborbactam présente une forte
activité sur les carbapénémases de type KPC (classe A) et aussi sur les béta-
lactamases de classe C.[10], [11]

- le relebactam, une nouvelle DBO est actuellement en essai de phase Il
combinée a I'imipénem dans la prise en charge de pneumonies a Klebsiella
pneumoniae productrices de carbapénémases de classe A.

- l'aztreonam-avibactam est également en essai de phase Ill dans la prise en
charge d’infections urinaires et intra abdominales compliquées. L’aztreonam
n’est pas hydrolysable par les béta- lactamases de classe B et I'avibactam
ayant une activité élargie aux béta-lactamases de classe A et C, cette
association pourrait étre prometteuse.
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2.1.3  Pharmacocinétique

Les béta-lactamines présentent une pharmacocinétique (PK) variable selon les
molécules. L'absorption de celles administrables par voie orale reste variable avec une
biodisponibilité de 40 a 100% selon les molécules. Leur fixation aux protéines (I'albumine,
principalement) varie entre 2 et 90%. Cette fixation détermine la fraction libre du
médicament,c’est-a-dire la fraction généralement considérée comme pharmacologiquement
active. Ce critére sera a prendre en compte dans I'étude de la relation pharmacocinétique-
pharmacodynamique (PK/PD) mais aussi dans le caractére dialysable ou non de ces
antibiotiques. La distribution est également caractérisée par le volume de distribution. Celui-
ci reste relativement faible pour 'ensemble des béta-lactamines, témoignant d’une diffusion
tissulaire plutét faible (0,1 a 0,5 L/Kg). En effet ces molécules sont pour la plupart d’entre
elles hydrophiles, leur diffusion en dehors du compartiment plasmatique reste donc limitée.
Cette diffusion tissulaire est faible en particulier dans I'ceil, la prostate et le LCR dans un
contexte non inflammatoire[6].

La majorité des béta-lactamines reste tres peu métabolisée hormis I'amoxicilline, la
pipéracilline, la ceftriaxone, le cefotaxime et I'oxacilline. La majorité subit une excrétion
rénale par filtration glomérulaire et réabsorption/sécrétion tubulaire sous forme inchangée.
Leur demi-vie d’élimination est généralement trés courte, une a deux heures chez un patient
normorénal, sauf pour la ceftriaxone qui présente une % vie de 8 heures. Ce critére sera
également décisif pour I'étude du lien PK/PD.

2.1.4 Profil de sécurité

Les béta-lactamines présentent des effets indésirables limités au regard de I'importante
fréquence de leur utilisation en ville comme a I’hopital. Leur consommation est en légere
augmentation depuis 2004 en ville et reste stable en établissements de santé francais avec
un usage prépondérant des pénicillines dans les deux cas. On note cependant une forte
augmentation de 'usage de la ceftriaxone et des carbapénémes en milieu hospitalier entre
2004 et 2014. Les taux de déclaration d’effets indésirables sont estimés entre 0,5 et
2,1/100,000 doses journaliéres dispensées[12]. Les béta-lactamines figurent donc parmi les
antibiotiques pour lesquels sont déclarés le moins d’effets indésirables, mais ces données ne
précisent pas I'origine hospitaliere ou non des déclarations.

Les principaux effets indésirables rencontrés sont une hypersensibilité immédiate due au
caractere immunogene du groupe béta-lactame. Elle est traduite le plus souvent par des
lésions dermatologiques (rash, prurit, urticaire), un érythéme maculo-papuleux retrouvé
pour les pénicillines A, plus rarement un choc anaphylactique. Le pourcentage de réactions
d’hypersensibilité croisées entre pénicillines et céphalosporines (dues a des analogies entre
les chaines latérales substituant le cycle béta-lactame) est désormais estimé a moins de 10%
[13].
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Des troubles neurologiques de type abaissement du seuil épileptogene, myoclonie,
encéphalopathie (caractérisée a électroencéphalogramme) et confusion sont également
documentés. Le mécanisme a |'origine de la neurotoxicité serait di a un antagonisme
compétitif au niveau du récepteur a l'acide gamma-aminobutyrique GABA-a[14]. Ces
troubles neurologiques surviennent en particulier en cas d’insuffisance rénale, I'insuffisance
rénale amenant mécaniquement a une augmentation de I'exposition aux béta-lactamines.
Les données de pharmacovigilance mettent en évidence un signal de neurotoxicité qui
concerne plus particulierement la céfépime, laquelle a fait 'objet de deux alertes de
I’Agence nationale de sécurité du médicament et des produits de santé (ANSM) en 2014 et
2018[15], [16].

Les béta-lactamines peuvent étre aussi a |'origine d’une insuffisance rénale aigue (IRA) et
sont a I'origine d’'une néphropathie tubulo-interstitielle immuno-allergique (NTIA) [17]. Une
toxicité tubulaire directe (considérée comme dose dépendante) associée ou non a une
précipitation tubulaire a été documentée pour les pénicillines notamment I'amoxicilline et
la cloxacilline[18]. Ainsi le surdosage peut étre la cause comme la conséquence d’une IRA.
Ces IRA sont généralement réversibles. Il est important de noter que ces atteintes rénales
sont retrouvées chez des patients traités par béta- lactamines a fortes doses par voie
parentérale. L’association de béta-lactamines avec des inhibiteurs du systeme
rénine/angiotensine et d’aminosides augmente le risque de survenue d’une IRA.

Des troubles digestifs sont également rapportés (nausées, vomissements, diarrhées). Ces
effets digestifs sont plus marqués avec les béta-lactamines a large spectre par perturbation
de I'équilibre de la flore intestinale.

2.1.5 Modes d’administration

Lors de leur administration par voie parentérale, les béta-lactamines peuvent étre
administrées selon plusieurs schémas. Ceci est permis par une demi-vie d’élimination courte
pour la plupart d’entre elles (1 a 2h chez un patient normorénal) mais aussi par leur mode
d’action dit temps-dépendant (voir infra). Une administration dite discontinue consiste a
fractionner la dose totale journaliére en plusieurs administrations réalisées a un intervalle
régulier (par exemple toutes les 8 heures soit trois fois par jour avec chaque administration
dite en « flash »).

Cette administration discontinue peut étre optimisée par l'usage de plusieurs perfusions
prolongées au cours de la journée tout en conservant la méme dose journaliere (par
exemple toutes les 8 heures, injection sur 2 heures).

La derniere forme d’optimisation de I'administration peut étre réalisée sous forme de
perfusion continue, en général a la seringue électrique, de telle sorte que I'administration
soit répartie sur la journée entiére et a débit constant (exemple toutes les 8 heures sur 8
heures). Bien qu’atteignant I'état d’équilibre pharmacocinétique en moins de 12 heures

20



apres l'initiation du traitement, une dose de charge est recommandée pour atteindre le plus
rapidement possible des concentrations a I'équilibre.

La question de I"administration continue souléve celle de la stabilité des béta-lactamines
dans leur solvant tout au long de la perfusion. La température est un facteur décisif dans
leur stabilité. Il a été mis en évidence que la plupart d’entre elles est stable dans les solvants
de perfusion habituels a 25°C pendant 24 heures. Cependant ce n’est pas le cas des
carbapénems pour lesquels une administration en continu nécessite une réfrigération de la
poche dans laquelle ils sont préparés/reconstitués[19].

2.1.6 Lien pharmacocinétique-pharmacodynamique

2.1.6.1 Lien concentration-efficacité

Pré clinique

L’'ensemble des béta-lactamines présente une activité bactéricide, inoculum et temps-
dépendante. Cette activité s’exerce principalement sur des bactéries en phase de
croissance[20], [21].

Le critere pharmacocinétique-pharmacodynamique (PK/PD) prédictif de leur activité est
donc « le temps au cours duquel la concentration plasmatique reste supérieure a [...] un
multiple de la concentration minimale inhibitrice (CMI). » Ce critere « s’exprime en
pourcentage de l'intervalle du temps entre deux administrations %T > k x CMI) » [22].

La fraction d’antibiotique pharmacologiquement active étant la fraction libre, il convient de
la prendre en compte. Le critéere PK/PD est donc pondéré par la valeur f, qui est le
pourcentage de fraction libre de I'antibiotique, et devient donc f%T>k x CMI.

Il faut d’abord noter que ce caractéere bactéricide et temps-dépendant a été mis en évidence
sur des modeles précliniques d’infection en répétant plusieurs expériences de quantification
de la charge bactérienne au cours du temps pour une concentration en antibiotique donnée
(courbes de bactéricidie). Dans certains cas, ces données ont été confirmées par la mise en
évidence de la corrélation entre mortalité animale et temps oU les concentrations en
antibiotiques sont supérieures a la CMI du germe[21].

La question soulevée par la mise en évidence de ce lien PK/PD est la valeur du pourcentage
de temps effectif a passer au-dessus de la CMI ainsi que la valeur du multiple de la CMI k.
Cette valeur dépend non seulement de la nature de I'antibiotique mais aussi du germe
incriminé. Différentes valeurs ont été proposées par Mac Gowan et al. pour des modeles
d’infection a entérobactéries, a Pseudomonas aeruginosa, pneumocoque, Haemophilus
influenzae et Staphylococcus aureus[23]. Ces données indiquent %fT>CMI de 35% pour les
pénicillines, 45% pour les céphalosporines et 15% pour les carbapénémes. En d’autres
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termes, au moins 35% de l'intervalle entre deux administrations a une concentration libre
supérieure a la CMI est nécessaire a I'obtention d’un effet bactéricide pour les pénicillines
etc. Sinnollareddy et al. mettent en évidence un effet bactéricide sur modele animal pour
une cible %fT > CMI de 50 % pour les pénicillines, 60-70 % pour les céphalosporines et 40 %
pour les carbapénémes[24].

Si I’étude du lien concentration-efficacité évalue en premier lieu la bactéricidie comme
critére d’efficacité, la notion de bénéfice écologique doit étre également prise en compte. En
effet, au sein d’'une population bactérienne, il existe naturellement une sous-population de
mutants résistants qui présente une CMI plus élevée que celle mesurée dans la population
prise dans sa globalité. Cette CMI prend le nom de concentration de prévention de sélection
des mutants résistants, ou CPM. La CPM n’est actuellement pas mesurée en routine. L’écart
entre la CMI et la CPM détermine une fenétre de sélection (FS), ce qui signifie que si la
concentration en antibiotique se situe dans la zone de la FS, une sous-population résistante
est susceptible d’étre sélectionnée[19]. Des ratios de concentrations résiduelles (Cmin) par la
CMI (Cmin/CMI) prévenant la sélection de sous populations résistantes ont été identifiés in
vitro en particulier pour le méropénem sur le bacille pyocyanique olU un rapport
Cmin/CMI26.2 prévenait I'émergence de population résistante[25]. Les recommandations
actuelles visent une cible entre 4 et 8 fois la CMI 100% du temps pour la prévention de
I’'apparition de sous populations bactériennes résistantes aux béta-lactamines[22].

Clinique

Si de nombreux articles dans la littérature sont consacrés a I'atteinte d’un objectif PK/PD fixé
pour les béta-lactamines, les données permettant de faire un lien direct entre atteinte de cet
objectif et un critére d’amélioration clinique sont moins nombreuses dans les essais.
Plusieurs auteurs ont néanmoins mis en évidence dans des essais prospectifs en service de
réanimation un lien entre une amélioration clinique et ['atteinte d’une cible de
concentration entre 4 et 6 fois la CMI 100% du temps[26]—[28].

D’autres auteurs ont trouvé une association significative entre des concentrations
supérieures a la CMI 100% du temps et une amélioration clinique pour la ceftazidime et la
céfépime et également pour I'amoxicilline, la pipéracilline et le méropénem[29]—[31].

Une cible PK/PD, basée sur des critéres pharmacodynamiques cliniques, supérieure a celle
mise en évidence dans les modeéles préclinique, est expliquée selon certains auteurs par une
diffusion dans le liquide interstitiel limitée chez I’lhumain, ce qui nécessite une exposition
plasmatique supérieure pour obtenir une exposition similaire a celle dans le tissu interstitiel
de I'animal, chez lequel I'atteinte des objectifs PK/PD a été démontrée[32]. En cohérence
avec ces études, les données issues d’un consensus d’experts pharmacologues et
réanimateurs fixent donc un objectif PK/PD de concentrations libres entre 4 et 8 fois la CMI
100 % du temps chez les patients de réanimation (tableau 2), d’autant que |’échec a
atteindre cet objectif dés les premiéres 48 heures de traitement est souvent associé a un
risque d’échec clinique[6]. Un récent consensus de sociétés européennes de réanimation, de
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microbiologie et de pharmacologie fixe une cible de concentration plus faible,
recommandant des concentrations libres entre 50 et 100 % du temps supérieures a la CMI
pour les béta-lactamines[33].

Plusieurs auteurs ont discuté de I'apport de la perfusion prolongée ou continue pour
atteindre ces cibles. Ainsi des études de pharmacocinétique de population mettent en
évidence que pour des bactéries présentant des CMI élevées, les objectifs PK/PD étaient
atteints uniquement lors d’une administration en continu. C'est le cas pour le méropénem
et 'imipénem pour lesquels cette problématique est d’autant plus importante qu’il s’agit
d’antibiotiques de réserve[34], [35].

Par ailleurs, la récente méta-analyse réalisée dans le cadre de la prise en charge
réanimatoire d’infections respiratoires de Lee et al. met en évidence une amélioration
significative de la guérison clinique chez des patients présentant les scores cliniques les plus
graves dans le groupe traité par béta-lactamines en perfusion continue versus en perfusion
discontinue[36]. Des résultats proches ont été mis en évidence pour Ila
pipéracilline/tazobactam en perfusion prolongée de 4 heures ou Fan et al. ainsi que Lodise et
al. ont mis en évidence une mortalité significativement inférieure dans le groupe de patients
les plus graves comparé au bras traité par des perfusion courtes[37], [38]. L'ensemble de
ces résultats, confirmé par une méta-analyse[39], met donc en évidence un bénéfice clinique
a I'administration des béta-lactamines en perfusion prolongée permettant d’atteindre les
objectifs PK/PD ce au moins pour les patients réanimatoires les plus séveres.

2.1.6.2 Lien concentration-toxicité

La neurotoxicité des béta-lactamines est bien documentée [40]-[42]. Un lien
concentration-neurotoxicité (confusion, convulsion, encéphalopathie, myoclonies) a été
décrit pour certaines béta-lactamines administrées par voie intraveineuse et permet de fixer
des concentrations maximales a ne pas dépasser pour éviter tout risque de toxicité
neurologique. La céfépime est a ce jour la béta-lactamine pour laquelle le lien concentration-
toxicité est le mieux établi et aussi avec le seuil de concentrations toxiques les plus faibles.
Une augmentation du risque de 50% de développer une neurotoxicité imputée aux béta-
lactamines a été mise en évidence pour des concentration supérieures a 35mg/L pour une
administration continue de céfépime[43].

Pour des administrations en discontinu, les valeurs-seuils de concentrations résiduelles sont
de 64 mg/L pour le méropénem, 360 mg/L pour la piperacilline et 100 mg/L pour la
ceftriaxone[44], [45].
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Ces données montrent une hétérogénéité dans les valeurs des concentrations associées a
une augmentation de la toxicité pour les différentes béta-lactamines. Une détérioration de
I’état neurologique a été mise en évidence pour des concentrations libres en pipéracilline-
tazobactam, ceftazidime, céfépime et méropénem supérieures a 8 fois la CMI critique du
Pseudomonas aeruginosa chez les patients réanimatoires[46]. Le consensus actuel reste en
faveur d’une cible maximale de 8 fois la CMI 100% du temps en réanimation[22].

Ces données, ainsi qu’un signal de toxicité tubulaire directe dose-dépendante, sont a
prendre en compte dans la balance bénéfice/risque dés l'initiation du traitement par voie
injectable. Ainsi, tout patient bénéficiant d’un traitement par béta-lactamines a forte dose
par voie intraveineuse devrait étre considéré comme a risque de surdosage, justifiant le suivi
de ses concentrations en antibiotiques[47], [48].

Tableau 2 : concentrations cibles plasmatiques recommandées en réanimation et/ou
infections séveres (selon consensus SFPT-SFAR 2018 [22]).

Concentrations totales

Béta-lactamine recommandées a CMI seuil
I’équilibre
8mg/L
Amoxicilline 40-80 mg/L g/‘
(E. coli)
2 mg/L
Céfazoline 40-80 mg/L e/
(S. aureus)
1 mg/L
Céfépime 5-35 mg/L , 8/ .
(Entérobactéries)
4 mg/L
Cefotaxime 25-60 mg/L e/
(S. aureus)
8mg/L
Ceftazidime 35-80 mg/L g{
(P.aeruginosa)
0,5 mg/L
Ceftriaxone 20-100 mg/L e/
(E. cloacae)
0,5 mg/L
Cloxacilline 20-50 mg/L e/
(S. aureus)
o 0,125 mg/L
Ertapénéme 5-10 mg/L )
(H. influenzae)
0,5 mg/L
Imipénéme 2.5-5 mg/L g/.
(E. coli)
2mg/L
Méropénéme 8-16 mg/L g{
(P.aeruginosa)
16mg/L
Pipéracilline 80-160 mg/L e/

(P.aeruginosa)
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2.2 Suivi thérapeutique pharmacologique des béta-lactamines

2.2.1 Principes généraux et réalisation

Le suivi thérapeutique pharmacologique (STP) est un outil d’individualisation des
traitements pratiqué par les laboratoires de pharmacologie biologique. Il s’agit donc d’une
activité de biologie médicale spécialisée. Le STP consiste a mesurer les concentrations
sanguines des médicaments administrés a un patient pour adapter si besoin les posologies,
en regard d’une zone thérapeutique préalablement établie.

La pratique du STP repose sur plusieurs principes :

- il existe un rationnel scientifique permettant d’établir un lien concentration-effet

- la marge thérapeutique du médicament dosé est étroite

- le médicament présente une variabilité pharmacocinétique inter et intra-individuelle
- il n’y a pas de de relation directe entre la dose et I'effet clinique

Les béta-lactamines ont longtemps été considérées comme un mauvais candidat pour le STP,
cependant I'amélioration des connaissances sur la variabilité de leur exposition,
I'individualisation croissante des prises en charge, la description d’effets indésirables liés a
I'atteinte de concentrations élevées ainsi que I'’émergence des résistances bactériennes ont
permis le développement du suivi de leurs concentrations comme outil d’optimisation
thérapeutique ces derniéres années[49].

Ce STP est réalisé depuis plusieurs années au laboratoire de pharmacologie du CHU de
Rennes. Il consiste concréetement a mesurer les concentrations en béta-lactamines dans le
plasma de patients la plupart du temps quand elles sont administrées par voie intra
veineuse. Le prélévement est effectué a I’état d’équilibre pharmacocinétique, en résiduelle
dans le cas d’administration discontinue et en cours de perfusion lors d’administration en
continu. Le STP y est préférentiellement pratiqué dans des situations cliniques particuliéres :
services de réanimation, infection graves et profondes, bactéries multirésistantes, patient
obése, patient insuffisant rénal ou dialysé, inefficacité de I'antibiothérapie, suspicion de
surdosage.
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Le STP se place donc au cceur d’un systéeme « médicament-patient-infection ». Ces trois
composantes sont chacune a l'‘origine de nombreuses sources de variabilité de la
pharmacocinétique et de la réponse aux anti-infectieux.

2.2.2 Facteurs de variabilité de la réponse aux béta-lactamines

2.2.2.1 Pharmacocinétiques

Une importante variabilité pharmacocinétique des béta-lactamines est désormais
clairement décrite pour les patients recevant ces antibiotiques par voie injectable. Cette
variabilité, déja observée pour certaines molécules comme le céfépime et la céfazoline chez
le volontaire sain[50], [51] est particulierement marquée chez les patients hospitalisés en
service de réanimation, ou elles sont tres largement utilisées[22], [52].

Dans un contexte d’infection sévére, de nombreuses variations physiopathologiques sont a
I'origine de variations, parfois dans un court intervalle de temps, de la distribution et de
I’élimination des béta-lactamines.

Les deux grandeurs caractérisant la distribution sont concernées par ces changements : le
volume de distribution (Vd) et la fixation aux protéines plasmatiques. Lors d’un sepsis ou
d’un choc septique le volume de distribution est augmenté par hyperperméabilité capillaire,
ce qui conduit a une diminution de I'exposition aux béta-lactamines dans le compartiment
sanguin. Paralléelement, les patients de réanimation sont susceptibles de présenter un
syndrome de réponse inflammatoire systémique ou de graves brilures. Ces différentes
situations peuvent entrainer une diminution de [I'albouminémie, ou une brusque
augmentation de sa concentration lors d’'une supplémentation. Ces variations entrainent des
fluctuations dans la fraction libre des béta-lactamines, ces variations sont d’autant plus
importantes qu’elles concernent des béta-lactamines fortement fixées aux protéines[53],
[54]. Cette variation de la fraction libre est un des principaux parametres influengant le Vd
puisque seule la fraction libre peut diffuser dans les tissus. La problématique de la diffusion
au site infectieux concerne particulierement les infections profondes dans lesquelles les
béta-lactamines ont une indication: infections ostéo-articulaires, endocardites,
médiastinites, systéme nerveux central etc. Cette question est d’autant plus problématique
que les béta-lactamines sont globalement hydrophiles et présentent des capacités
intrinséques de diffusion limitées (on estime par exemple la diffusion des béta-lactamines
dans l'os a 30%), ce qui nécessite I'administration de fortes doses dans ces contextes
infectieux dans I'espoir d’une concentration in situ suffisante. Cependant il ne faut pas
considérer une augmentation de la fraction libore comme un phénomeéne indépendant des
autres parametres pharmacocinétiques, en effet, une augmentation de la fraction libre
augmentera la clairance de filtration glomérulaire du médicament.
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Les variations de I'élimination des béta-lactamines concernent principalement le rein
puisqu’elles sont tres peu métabolisées et excrétées par voie rénale. Les patients
réanimatoires sont particulierement susceptibles d’étre a risque de défaillance d’organes (un
épisode d’IRA survient en moyenne chez la moitié des patients de réanimation). Une
augmentation de la clairance rénale des patients de réanimation a été aussi décrite[55],
possiblement due a un effet du syndrome inflammatoire systémique sur la vascularisation
rénale, on parle de patients hyperfiltrants (clairance de la créatinine supérieure a 130
ml/min). A ces processus physiopathologiques s’ajoutent les diverses techniques de prise en
charge réanimatoire (remplissage vasculaire, épuration extra rénale, usage de
catécholamines etc.), sources supplémentaires de variations des concentrations en
antibiotique.

Ces variations physiopathologiques ont des conséquences directes sur I'exposition aux béta-
lactamines, des différences inter-individuelles des concentrations plasmatiques allant
jusgu’a un facteur 100 ont été décrites[30], [56]. Le Vd et la clairance de béta-lactamines
fortement liées aux protéines plasmatiques comme l'ertapénem et la ceftriaxone ont été
multipliés par 2 chez des patients en hypoalbuminémie [57]. Les patients hyperfiltrants ont
par ailleurs été associés a une augmentation du risque de retrouver des concentrations
inférieures a la limite de quantification des méthodes de dosage employées[58], [59].

La variabilité des concentrations en béta-lactamines mise en évidence par le STP est
principalement attribuable a des variations de la distribution et de I'excrétion des béta-
lactamines, cependant le STP étant basé sur I'atteinte de cibles PK/PD, d’autres parameétres
rentrent en jeu dans l'interprétation des concentrations mesurées.

2.2.2.2 Pharmacodynamiques

La CMI

Situé au coeur de I'ensemble patient-pathologie-bactérie, le STP doit prendre en compte la
concentration minimale inhibitrice (CMI) du germe identifié. Il s’agit de la concentration en
antibiotique la plus faible a partir de laquelle la croissance de la bactérie est inhibée. Cette
détermination n’est valable que dans I’hypothése d’une infection documentée pour laquelle
une CMI a été mesurée. Dans le cas d’un traitement probabiliste et/ou en I'absence de CMI,
il convient de considérer la valeur maximale de la CMI correspondant au seuil de sensibilité
du germe suspecté. Cette valeur critique épidémiologique est déterminée par I'Eucast a
I’échelle européenne (EUropean Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing) et fait
I'objet d’une réévaluation annuelle. Cette valeur critique correspond a «la CMI la plus
élevée des souches sans mécanisme de résistance phénotypiquement exprimé. »

La détermination de la CMI du germe identifié fait également partie de I'individualisation de
la prise en charge du patient. Celle-ci peut étre demandée par le prescripteur apres
identification du germe a I'examen direct et détermination de son profil de sensibilité a
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I'antibiogramme. Elle peut étre mesurée en milieu liquide (gamme de différentes
concentrations croissantes en antibiotique), ou en milieu solide sur gélose ou bandelettes (E-
test®). La CMI caractérise donc une bactériostase et non une bactéricidie comme la
Concentration Minimale Bactéricide (CMB) et le rapport CMB/CMI.

Par ailleurs la valeur de la CMI n’est pas a considérer comme une valeur fixe et invariable.
L'obtention de celle-ci doit étre considérée comme une probabilité de distribution au sein
d’une souche identifiée pour un essai donné[60]. Une augmentation significative des CMI
tout au long de l'infection a été démontrée chez Pseudomonas aeruginosa pour la céfépime,
le méropénem et la ceftazidime par exemple[61].

La CMI ne permet pas de reproduire avec exactitude I'interaction antibiotique-bactérie telle
gu’elle survient chez le patient. Certaines espéeces productrices de biofilm pourraient ainsi
avoir des CMI trés différentes sous forme sessiles, la méthode de détermination de la CMI
étant réalisée avec des bactéries planctoniques. La détermination de la concentration
minimale inhibitrice du biofilm (CMIb) ou éradiquant le biofilm (CMEb) pourraient
représenter des alternatives a la méthode classique mais il n’existe pas de réel consensus
méthodologique a ce jour[62].

Un dernier élément source de variabilité lors de la détermination de la CMI, est la stabilité
de l'antibiotique lui-méme. En effet la CMI nécessitant 24h d’incubation a 37°, les béta-
lactamines sont susceptibles de se dégrader dans ces conditions expérimentales. Il a été
démontré que I'amoxicilline présentait une demi-vie de dégradation sur gélose Mueller
Hinton de 27h a 37° et d’environ 24h pour le cefotaxime par méthode de microdilution
sériée[63]. Cette dégradation surestime donc les valeurs des CMI. Cependant, la CMI est une
donnée pharmacodynamique qui résulte de I'effet obtenu au bout de 24 heures d’incubation
et ne peut étre réduite a la concentration en béta-lactamines mesurée au bout de ces 24
heures. Par ailleurs, cette dégradation entraine une mésestimation de la CMI de l'ordre
d’une dilution au % au maximum, approximation considérée comme acceptable au regard
des variabilités propres a la détermination de la CMI[63].

Les résistances acquises

Plusieurs mécanismes de résistances peuvent contribuer a la variabilité pharmacodynamique
des béta-lactamines. Ces résistances acquises (RA) vont caractériser une souche de bactérie
et non un groupe, c’'est ce qui les différencie des résistances naturelles qui sont intrinseques.
Les mécanismes de RA les plus fréquents sont la synthése d’enzymes (« attaque »), une
modification de la cible (« évitement »), I'imperméabilité/efflux (« élimination »).
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On retrouve chez les bactéries Gram positif :

- Une modification des PLPs par acquisition d’'une cassette de genes codant pour une
PLP (PLP2A) du SARM (conférant une résistance a I'ensemble des béta-lactamines
sauf la ceftaroline et le ceftobiprole), une hyperproduction de la PLP5 d’Enterococcus
faecium

- l'acquisition de génes de PLP « mosaiques » (exemple, sensibilité diminuée a la
pénicilline chez Streptococcus pneumoniae)

- une production de pénicillinases (Staphylococcus aureus)

Chez les Gram négatif :

- Une diminution de la perméabilité membranaire (exemple, mutation de la porine D2
de Pseudomonas aeruginosa)

- Une synthese d’enzymes d’inactivation: pénicillinase, céphalosporinase, béta-
lactamase a spectre étendu, carbapénémases

- La surexpression d’'une pompe d’efflux (exemple, pompe MexAB-OprM de
Pseudomonas aeruginosa)

2.2.3 Embuches analytiques

Aux facteurs clinico-biologiques cités ci-dessus s’ajoutent des facteurs purement
analytiques pouvant contribuer a la variabilité des concentrations plasmatiques.

Variabilité issue de I'étape pré-analytique

La stabilité physicochimique des béta-lactamines est un facteur a prendre en considération.
La température est un parameétre majeur influencant la stabilité de cette classe
d’antibiotiques. Dans le cas du STP le probleme de la dégradation des antibiotiques
intervient dés le moment de la réalisation du prélevement sanguin destiné au STP. Les
données de stabilité dans le sang total sont disponibles pour la pipéracilline, la ceftazidime,
le méropénem, la flucloxacilline, le tazobactam, le céfépime [64]-[66]. A température
ambiante, et pour des concentrations habituellement retrouvées chez les patients indiquent
une stabilité des échantillons au moins pendant 4 heures avant |'apparition d’une
dégradation significative (perte supérieure a 15% de la concentration initiale) pour ces béta-
lactamines. Le méropénem et la pipéracilline apparaissant comme les plus sensibles dans ces
conditions selon certains auteurs[64]. Dans une matrice plasmatique, seul l'imipénem
présente une sensibilité plus importante a la température avec une dégradation supérieure
a 15% a 4 heures dans ces conditions[67]. Le méropénem et la pipéracilline restent
également les plus sensibles bien que stables aprés 4 heures a température ambiante[64],
[65].
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Tres concrétement cela signifie que le délai maximal entre le prélevement et sa prise en
charge pré analytique (centrifugation, aliquotage) doit étre de 4 heures si le préléevement est
conservé a température ambiante.

Variabilité issue de I'étape analytique

Le choix des méthodes de dosage des béta-lactamines peut générer une variabilité
analytique. Les méthodes actuelles de référence sont basées sur les techniques séparatives :
chromatographie liquide couplée a une détection dans l'ultraviolet (HPLC-UV) ou couplée a
une détection par spectrométrie de masse (HPLC-MS). Ces méthodes ont progressivement
remplacé les dosages par méthodes microbiologiques, par nature moins précises et plus
lentes.

Le consensus d’experts pharmacologues et réanimateurs préconise I'usage des méthodes
séparatives[22]. En effet, ces méthodes chromatographiques permettent un dosage précis
des concentrations en antibiotiques avec un délai de rendu plus rapide que les méthodes
microbiologiques auparavant utilisées. Ces méthodes séparatives font I'objet de critéres de
validation précis, édictés par les autorités de santé[68]. Parmi les critéres de validation de
ces méthodes, la justesse et la précision sont évaluées lors de la validation de la répétabilité
et de la reproductibilité de I'analyse et ne doivent pas varier de plus de 15% au maximum. Le
STP des béta-lactamines au CHU de Rennes suit donc I'ensemble des criteres de
validation[69]. Dans des contextes cliniques ou la réactivité est un parametre clé, la
recherche d’un délai de rendu de résultat encore plus rapide reste une gageure, ce délai est
actuellement de 48 heures en semaine au CHU de Rennes.

3. Travaux personnels : étude de la variabilité pharmacocinétique
lors de I'excrétion de la cloxacilline

La variabilité pharmacocinétique des béta-lactamines a été largement documentée
chez le patient en réanimation puisqu’il s’agit sans doute de la situation ou la
pharmacocinétique et la pharmacodynamie sont dans des conditions les plus défavorables
au patient. Les deux principales recommandations issues de sociétés savantes européennes
en faveur d’une pratique systématique du STP des béta-lactamines concernent a fortiori le
patient de réanimation[22],[33]. Cependant le STP est également pratiqué dans d’autres
services, en particulier lors du traitement d’infections profondes. C'est notamment le cas du
STP de la cloxacilline qui représente environ 20% des dosages de béta-lactamines au
laboratoire de pharmacologie au CHU de Rennes.
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3.1 Spécificités de la cloxacilline

La cloxacilline est un antibiotique largement utilisé a I'hépital notamment par voie
injectable (Orbénine®). La présence d’'un atome de chlore dans sa structure permet
également son administration par voie orale en ville. Cependant la cloxacilline injectable est
peu utilisée aux Etats-Unis, ses dérivés dicloxacilline et flucloxacilline lui sont préférés, ce qui
limite les données disponibles dans la littérature a son sujet.

La cloxacilline est une pénicilline M principalement utilisée dans la prise en charge des
infections a SAMS et streptocoques, elle est indiquée dans nombreuses infections
(pulmonaires, ORL, cutanées..) mais aussi dans le cas d’infections profondes (ostéo-
articulaire, méningite, endocardite, arthrite septique...) qui nécessitent I'administration de
fortes doses (jusqu’a 150 mg/kg/)) parfois pendant plusieurs semaines, conduisant
fréqguemment a I'administration de 12 g/jour pendant 4 a 6 semaines, dans le cas des
endocardites infectieuses (El) par exemple. La diffusion méningée de la cloxacilline est mal
documentée mais semble étre faible comparée a la céfazoline [70].

Nous nous focaliserons sur 'usage de la cloxacilline par voie intra veineuse car, comme
évoqué, le STP concerne cette voie d’administration.

La cloxacilline présente un volume de distribution compris entre 0,1 et 0,2L/Kg, elle se
distingue des autres béta-lactamines par sa fixation aux protéines trés élevée (90 a 98%) ce
qui engendre une fraction libre beaucoup faible que la plupart des autres béta-lactamines.
Certains auteurs avancent que la fixation aux protéines serait concentration dépendante
pour la cloxacilline ce qui entrainerait une augmentation de la fraction libre avec
I’'augmentation des concentrations en cloxacilline[71] (loi d’action de masse). Sa distribution
dans le liquide interstitiel et sa diffusion tissulaire restent faible[72]. Elle n’est que trés peu
métabolisée et ses métabolites représentent 9% de I'activité antibactérienne environ chez le
volontaire sain[73]. Elle est excrétée a 80% par le rein sous forme inchangée et a 20% par la
bile[74]. Sa demi-vie d’élimination est trés courte chez le volontaire sain (45 min). Compte
tenu de ses caractéristiques pharmacocinétiques, la fonction rénale apparait donc étre une
des principales hypothéses pouvant expliquer la variabilité pharmacocinétique de la
cloxacilline.

3.2 Créatinine et clairance de la cloxacilline

La clairance rénale de la cloxacilline est calculée selon I'application de la formule :

Clairance rénale = DFGxFu + CIS — CIR (Formule 1)
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Avec DFG: débit de filtration glomérulaire, Fu: fraction libre (%), CIS: clairance de
sécrétion tubulaire, CI/R: clairance de réabsorption tubulaire. La clairance de filtration
glomérulaire de la cloxacilline est estimée par le DFG ponderé par la fraction libre.

Les données chez le volontaire sain indiquent une clairance rénale de 102+22 mL/min. Le
débit de filtration glomérulaire de ces volontaires sains est estimé a 141+32 mL/min, soit
une clairance de filtration glomérulaire de la cloxacilline d’environ 7 ml/min pour une
fraction libre de 5% [75]. Ce résultat souligne la part minoritaire de la filtration glomérulaire
dans le processus d’excrétion rénale de la cloxacilline. Compte-tenu d’un tel résultat, il parait
opportun de discuter de la pertinence du biomarqueur « créatinine » pour I'estimation du
DFG puisque la clairance de filtration glomérulaire de la cloxacilline est estimée par le DFG.

Le DFG est impossible a estimer directement et nécessite 'utilisation de biomarqueurs. Les
méthodes par usage des biomarqueurs exogénes non réabsorbés ni secrétés (inuline,
iohexol) restent les méthodes de références mais sont complexes a réaliser en pratique. La
créatinine est un des biomarqueurs endogénes de la filtration glomérulaire et permet par le
calcul de sa clairance une estimation du DFG. Plusieurs méthodes de détermination de la
clairance de la créatinine existent. Les méthodes les plus fréquemment utilisées en routine
privilégient I'utilisation d’une formule basée sur la créatinine sérique, I'age, le sexe et
I'ethnie comme la « CKD-EPI » (Chronic Kidney Disease Epidemiology Collaboration), la
formule « MDRD » (Modification of Diet in Renal Disease) basée sur la créatinine sérique,
I'albuminémie, 'urée sanguine et I’age ainsi que celle de Cockcroft et Gault (CG) utilisant la
créatinine sérique, le poids, I’age et le sexe.

Les conclusions du rapport de la HAS concernant I'estimation du DFG soulignent que 'usage
de la formule CG est basé sur des méthodes de dosage de la créatinine qui ne sont plus
pratiquées et ne devrait plus étre utilisée (alors qu’il s’agit de la méthode de référence pour
I’adaptation des posologies dans le résumé des caractéristiques du produit). Les formules
CKD-EPI et MDRD bien qu’imparfaites sont équivalentes pour un DFG inférieur a 60mL/mn,
la formule CKD-EPI prenant I'avantage sur la formule MDRD pour un DFG supérieur a 60
ml/min en terme de justesse et de précision. L’analyse des études comparant a la fois
I’estimation du DFG par les formules MDRD et CKD par rapport au DFG mesuré met en
évidence un biais inférieur a 20% [76].

L'ensemble de ces formules s’appuie sur la mesure de la créatinine sérique. Le type de
méthode de dosage de la créatininémie (colorimétrique, enzymatique, chromatographique)
mais aussi des variations physiopathologiques (masse musculaire, fonction hépatique)
peuvent également expliquer des variations de la mesure de la clairance de la créatinine.
Les recommandations de la HAS sont en faveur de l'usage de la formule CKD-EPI avec un
dosage de la créatinine par méthode enzymatique. Il n’y a actuellement pas de consensus
sur l'usage d’une formule chez les patients de plus de 75 ans.

Le consensus d’expert pharmacologues et réanimateurs (SFPT-SFAR) recommande chez le
patient réanimatoire I'utilisation de la mesure directe de la clairance de la créatinine a partir
de la détermination de la créatinine sérique et urinaire suivant la formule
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, P .. Uxv
Clairance de la créatinine = — (Formule 2)

Avec U : créatininurie, V : volume de recueil des urines et P : créatininémie. En effet ce type
de recueil a mis en évidence une meilleure sensibilité et spécificité a détecter un sous
dosage en béta-lactamine que par le calcul de la clairance de la créatinine[77]. Au-dela de la
complexité du recueil urinaire, certains auteurs avancent que ce mode de calcul par le
recueil pourrait amener a une surestimation du DFG car la créatinine subit également une
sécrétion tubulaire[78], [79].

L'ensemble des recommandations indique des différences significatives entre les méthodes
d’estimation de la clairance de la créatinine mais en dépit de nombreux biais, I’estimation du
DFG par la clairance de la créatinine reste incontournable. Aussi approximative soit-elle,
I’estimation du DFG ne peut expliquer que la valeur de la clairance rénale de la cloxacilline
soit si supérieure a celle de sa clairance de filtration glomérulaire. Cette donnée est donc
bien en faveur d’un processus d’excrétion tubulaire substantielle de la cloxacilline.

3.3Rdle du tubule rénal dans I'excrétion de la cloxacilline et conséquences sur le
suivi thérapeutique pharmacologique

A la différence de la filtration glomérulaire qui est un phénomene de diffusion passive,
I’excrétion tubulaire est un mécanisme saturable. L’excrétion tubulaire des béta lactamines
est documentée dans la littérature mais rarement quantifiée. Pour les pénicillines, seule la
pénicilline G est documentée comme excrétée a 90% par sécrétion tubulaire[80]. La
cloxacilline ayant une liaison aux protéines supérieure a la pénicilline G on peut supposer
qgue le tubule joue un réle prépondérant dans son excrétion. Les données chez le volontaire
sain[75] confirment le réle de la réabsorption/sécrétion tubulaire avec une clairance liée au
tubule estimée a 95 mL/min soit 93% d’excrétion tubulaire. Ces 95 mL/min concernent
I'ensemble de la réabsorption et de la sécrétion, la clairance de réabsorption venant en
soustraction puisqu’il s’agit d’'un phénoméne opposé a la clairance de sécrétion (voir
formule 1). Ce résultat chez le volontaire sain souligne donc I'importance de la sécrétion
tubulaire de la cloxacilline.

La cloxacilline étant quasi-exclusivement éliminée par voie rénale, I'estimation du débit de
filtration glomérulaire par la clairance de la créatinine pourrait suffire a déterminer
I’exposition a la cloxacilline mesurée lors du STP. Or la corrélation entre ce parametre et les
concentrations plasmatiques mesurées est imparfaite. Chez le volontaire sain Nauta et
al.[75] avaient déja souligné I'absence de corrélation entre la clairance rénale de la
cloxacilline et la clairance de la créatinine. Chez le patient de soin critique, Visser et al.[81]
ont montré une accumulation en cloxacilline administrée en perfusion continue chez des
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patients de soins critiques, sans parvenir a prédire les concentrations des patients
présentant une clairance de la créatinine inférieure a 10mL/min suggérant I'importance d’un
mécanisme de sécrétion tubulaire. Cette faible corrélation a été directement mise en
évidence par Verdier et al. avec un coefficient de corrélation inférieur a 0,4[82].

Ces constatations viennent en appui des récentes alertes concernant des cas rapportés de
neurotoxicité parfois mortels suite a un surdosage en béta-lactamines pour lesquelles il est
pourtant prévu une adaptation des posologies a la fonction rénale[15]. Ces surdosages
imprévisibles, malgré une adaptation a priori de la posologie en fonction de la clairance de la
créatinine, contribuent a s’interroger sur I'impact de la fonction tubulaire sur I’élimination
des béta-lactamines et plus précisément sur l'impact de la fonction tubulaire sur la
variabilité des concentrations en cloxacilline observées lors du STP.

3.4 Etude in vitro des interactions entre cloxacilline et transporteurs

Les processus de réabsorption et de sécrétion tubulaire sont des phénomeénes de
transport actif assurés par des transporteurs membranaires. Ces transporteurs pourraient
contribuer a expliquer les variabilités de I'exposition de béta-lactamines pour lesquelles le
caractéere substrat vis-a-vis de ces transporteurs est avancé. Ces transporteurs sont présents
notamment dans divers tissus dont le tubule rénal, plus particulierement au niveau du
tubule contourné proximal. lls prennent en charge des molécules exogénes et endogenes et
se classent en deux groupes : les SLC (SoLute Carrier) qui permettent principalement I'influx
d’un xénobiotique et ABC (ATP Binding Cassette) qui permettent I'efflux du substrat en
dehors de la cellule. Parmi les SLC, il existe plusieurs familles dont les SLC22 a laquelle
appartiennent les OAT (Organic Anion Transporters). L'épithélium tubulaire étant polarisé,
ces transporteurs sont présents soit au niveau du pole basal (interface sang/cellule
tubulaire) soit au niveau du pole apical (interface cellule tubulaire/urine). (figure 3)
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Figure 3 : répartition polarisée des transporteurs tubulaires rénaux selon Giacomini et
al.[83].

Parmi les dix isoformes connues chez I’'Homme, il existe OAT1 et OAT3 que I'on retrouve en
particulier au niveau du tubule rénal. OAT1 et OAT3 se situent au niveau du pole basolatéral
(sanguin) du tubule et contribuent a la premiere étape de la sécrétion tubulaire des
médicaments qu’ils transportent. Plusieurs interactions entre des béta-lactamines et le
probénécide, un uricosurique, puissant inhibiteur des transporteur OAT, ont déja mis en
évidence en clinique des augmentations d’exposition de 137% pour la céfoxitine et de 65%
pour la pipéracilline par exemple[84]. Dans une situation d’infections complexes, de telles
variations d’exposition peuvent avoir un impact clinique. Cependant les données
d’interaction médiées par le transport tubulaire, tant cliniques qu’in vitro, ne sont pas
documentées pour la cloxacilline alors qu’elle est particulierement utilisée en Europe. Cette
absence de données dans la littérature nous a conduits a étudier l'interaction de la
cloxacilline avec les transporteurs OAT sur modele cellulaire surexprimant ces transporteurs.
Ces résultats ont fait I'objet d’un article original, accepté le 31 janvier 2020 dans la revue
Fundamental & Clinical Pharmacology.
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RESUME

La cloxacilline (CLX) est un antibiotique largement utilisé en milieu hospitalier dont la
pharmacocinétique présente une large variabilité inter-individuelle. Afin de mieux
comprendre 'origine de cette variabilité, l'identification précise des mécanismes impliqués
dans I’élimination de la CLX est nécessaire, en particulier lors de I'étape de sa sécrétion
tubulaire dont on sait qu'elle joue un role notable dans I'excrétion de la CLX. Ce travail a
donc été concu pour évaluer les interactions de la CLX avec les transporteurs d'anions
organiques (OAT) 1 et OAT3 qui sont majoritairement impliqués dans la sécrétion tubulaire.
Ces transporteurs sont situés au niveau du péle basolatéral des cellules proximales rénales,
ils contribuent donc a la premiére étape de la sécrétion tubulaire des xénobiotiques qui en
sont les substrats. Les interactions entre CLX et OAT ont été évaluées sur des lignées de
cellules HEK sur-exprimant OAT1 et OAT3. Il a ainsi été mis en évidence que la CLX inhibait
I'activité d’OAT1 et OAT3. La concentration inhibitrice 50 (Clso) de la cloxacilline vis-a-vis
d’OAT3 (13 uM) mesurée s’est révélée largement inférieure a celle d’'OAT1 (560 uM) ;
I'inhibition de I'activité de ces transporteurs pourrait donc étre cliniquement significative
pour OAT3, mais pas pour OAT1. Il a ensuite été démontré que la CLX était substrat d’OAT3,
et non d'OAT1. La mise en évidence d’une saturation du transport de la CLX par OAT3
(Km=10,7 uM) est compatible avec une potentielle saturation in vivo de ce processus a des
concentrations plasmatiques élevées en CLX. OAT3 est donc susceptible de jouer un réle
central dans la sécrétion rénale de CLX. Les polymorphismes génétiques d'OAT3 ainsi que la
présence concomitante de médicaments inhibant I'activité in vivo d’OAT3 doivent étre
considérés comme des sources potentielles de variabilité pharmacocinétique de la CLX.
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ABSTRACT

The B-lactam penicillin antibiotic cloxacillin (CLX) presents wide inter-individual
pharmacokinetics variability. To better understand its molecular basis, the precise
identification of the detoxifying actors involved in CLX disposition and elimination
would be useful, notably with respect to renal secretion known to play a notable
role in CLX elimination. The present study was consequently designed to analyze
the interactions of CLX with the solute carrier transporters organic anion trans-
porter (OAT) 1 and OAT3, implicated in tubular secretion through mediating drug
entry at the basolateral pole of renal proximal cells. CLX was first shown to block
OATI1 and OATS3 activity in cultured OAT-overexpressing HEK293 cells. Half maxi-
mal inhibitory concentration (ICs,) value for OAT3 (13 pm) was however much
lower than that for OATL (560 pwm); clinical inhibition of OAT activity and drug—
drug interactions may consequently be predicted for OAT3, but not OAT1. OAT3,
unlike OATI1, was next shown to mediate CLX uptake in OAT-overexpressing
HEK293 cells. Kinetic parameters for this OAT3-mediated transport of CLX
(K = 10.7 pMm) were consistent with a possible in vivo saturation of this process
for high CLX plasma concentrations. OAT3 is consequently likely to play a pivotal
role in renal CLX secretion and consequently in total renal CLX elimination, owing
to the low plasma unbound fraction of the antibiotic. OAT3 genetic polymorphisms
as well as co-administered drugs inhibiting in vivo OAT3 activity may therefore be
considered as potential sources of CLX pharmacokinetics variability.

INTRODUCTION

reported volume of distribution ranging from 0.1 to
0.2 L/kg [3.4], a limited metabolism [5]. a high bind-

Cloxacillin (CLX) is a B-lactam antibiotic frequently
used in hospital centers for methicillin-susceptible Sta-
phylococcus aureus (MSSA) infection treatment. High
intravenous CLX dosages are recommended for thera-
peutic management of deep infections (i.e., osteomyeli-
tis, septic arthritis, and endocarditis) [1.2], up to
6 weeks of treatment. Intravenous CLX pharmacokinet-
ics in healthy volunteers is well characterized, with a
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ing to plasma proteins (>90%) and a major renal
excretion (representing 80% of the administered dose
[6]). CLX is excreted through both glomerular filtration
and tubular secretion [7]. As for other B-lactams, CLX
presents a wide inter-individual PK variability in
patients, particularly in intensive care units [8,9]. This
variability can lead to an increased risk of antibiotic
resistance in case of underexposure, as well as
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neurotoxicity or renal impairment in case of overexpo-
sure [10]. The sole glomerular filtration rate is not suf-
ficient to explain the inter-individual variability in CLX
clearance [11]. CLX tubular mechanisms of excretion
may therefore have a role in this variability and should
consequently be accurately characterized.

The tubular secretion of drugs involves solute carriers
(SLC) transporters, such as organic anion transporter
(OAT) 1 and OATS3, located at the basolateral pole of
proximal tubular cells [12] and implicated in the entry
of anionic drugs into proximal tubular cells from blood,
that is, the first step of the renal drug secretion [13].
Another OAT, that is, OAT4, is located at the apical pole
of renal tubular cells and is thought to act as a bi-direc-
tional transporter involved in both drug secretion and
reabsorption [14]. OAT1 and OAT3, unlike OAT4, are
considered major renal drug transporters by drug regu-
latory agencies such as the US Food and Drug Agency
(FDA) [12]. They have therefore to be studied during
the development of new molecular entities, together
with the renal organic cation transporter 2 (OCT2), also
located at the vascular pole of proximal tubular cells
[15]. OAT1 and OAT3 have been previously shown to
handle various B-lactams, especially cephalosporins
[16]. Murine Oat3 has been reported to transport CLX
in a sole study [17]. but the known inter-species-related
differences with respect to handling of substrates by
transporters [17-19] preclude to definitively assume
that the antibiotic is a substrate for human OAT3. The
potential transport of CLX by human OAT1 and the
interactions between CLX and OAT4 are not known.
The present study was consequently designed to pre-
cisely characterize the potential interactions of CLX with
human OATI1, OAT3, and OAT4.

MATERIAL AND METHODS

Chemicals

CLX was supplied by Santa-Cruz (Heidelberg, Germany).
Amitriptyline, 6-carboxy-fluorescein (6-CF), omeprazole,
lansoprazole, pantoprazole, furosemide, probenecid, oxa-
cillin, and acetonitrile were provided by Sigma-Aldrich
(Saint-Quentin Fallavier, France). Phosphate-buffered
saline (PBS) was from Euromedex (Souffelweyersheim,
France) and 4-(4-(dimethylamino)styryl)-N-methylpyri-
dinium (DiASP), formic acid and methanol from Fischer

(Accumulation pryy — Accumulation gegerence inhibitor)
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Scientific (Waltham, USA). [6, 7->H (N)]-Estrone-3-sul-
fate (E3S) (specific activity = 54 Ci/mmol) was provided
by Perkin-Elmer (Boston, MA, USA).

Cell culture

HEK293 cells stably overexpressing human OAT1 (HEK-
OAT1 cells), human OAT3 (HEK-OAT3 cells), human
0OAT4 (HEK-OAT4 cells), or human OCT2 (HEK-OCT2
cells), as well as control HEK-MOCK cells, have been pre-
viously described [20]. They were cultured as previously
reported by Jouan et al. [21]. Briefly, cells were routinely
cultivated in DMEM (Dulbecco Modified Eagle medium)
containing 4.5 g/ D-glucose, 2 mm glutamine,
110 mg/L pyruvate, supplemented with 10% fetal calf
serum, 20 Ul/mL penicillin, 20 pg/mL streptomycin,
1% non-essential amino acids and 1 pg/mL insulin. For
transport assays, cells were plated in multiwell poly-D-
lysine plates (Biocoat® (Horsham, USA)) and experi-
ments were realized when cells reached confluency.

SLC transporter inhibition assay

OAT1 and OATS3 activities were assessed by determining
accumulation of the reference substrate 6-CF (used at
10 pm), in the presence or absence of the OAT reference
inhibitor probenecid (used at 2 mwm) [22]. OAT4 activity
was investigated with E3S as a reference substrate (used
at 4.4 nM), in the presence or absence of 4 mm probene-
cid, whereas that of OCT2 was measured with 10 pm
DIiASP and 200 pm amitriptyline, as reference substrate
and inhibitor, respectively. Incubation with substrates
was performed at 37°C for 5 min in a defined transport-
assay medium, composed of 5.3 mm KCI, 1.1 mwm,
KH,P0y4, 0.8 mm MgS04, 1.8 mm CaCly, 11 mm D-glu-
cose, 10 mm HEPES, and 136 mm NaCl and adjusted to
pH = 7.4 [23]. After incubation, cells were washed with
PBS and lysed in water. Reference substrate accumula-
tions were assessed by spectrofluorimetry (for 6-CF and
DiASP), using a SpectraMax Gemini® spectrofluorimeter
(Molecular Devices, San Jose, CA, USA), or scintillation
counting (for E3S). They were normalized according to
protein concentration determined by the Bradford method
[24]. Values were finally expressed as percent of substrate
accumulation as compared to control cells not exposed to
drugs. For OAT activities, data were alternatively
expressed as percentage of transporter activity. as previ-
ously reported [20] and using the following equation:

(%)OAT transporter activity =
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where Accumulation p,,, = Accumulation of reference
substrate in the presence of the investigated drug, Accu-
mulation gererence inhibior = Accumulation of reference
substrate in the presence of the reference inhibitor (probe-
necid) and Accumulation .., = Accumulation of refer-
ence substrate in control untreated cells.

Half maximal inhibitory concentration (ICsq) of
drugs toward OAT3 and OAT4 activities were deter-
mined by modeling the inhibitory effects of various
drug concentrations through a 4 parameters-based
nonlinear regression approach with Prism 5.0 software
(GraphPad Software, La Jolla, CA, USA), using the fol-
lowing equation:

100
4=y + 10(([1—LogiCs)xn) (2)
with A = percentage of transporter activity determined
using equation (1), [I] = drug concentration and
n = Hill slope describing the steepness of the curve.

Cloxacillin accumulation assay

HEK-OAT1, HEK-OAT3, and HEK-MOCK cells were incu-
bated with CLX in transport-assay medium defined above
in the presence of absence of 2 mwm probenecid for 5 min
at 37°C. After washing with PBS, cells were lysed in
water. Cell lysate was next diluted in acetonitrile and
incubated at 4°C for 30 min. Each sample was mixed
and centrifuged at 11 180 g for 10 min. CLX concentra-
tion in the supernatant was finally measured using a lig-
uid chromatography-tandem mass spectrometry (LC-
MS/MS) method. The chromatographic system consisted
of a Surveyor Autosampler and an HPLC Surveyor MS
pump interfaced with a triple-stage quadrupole spectrom-
eter Finnigan™ TSQ Quantum Discovery Max (Thermo
Fisher, San Jose, CA, USA) with subsequent detection by
electrospray ionization source (ESI+). The compounds
were separated on an Atlantis® T3 analytical column
(100 x 2.1 mm, 3 pm, Waters, Saint-Quentin, France).
The mobile phase consisted of an aqueous 0.1% formic
acid solution and methanol in a linear gradient. The
[M + H+] transition m/z 436.0 — m/z 276.9 was moni-
tored for CLX and 402.0 m/z - 159.9 m/z for oxacillin
used as internal standard. CLX concentrations were
finally normalized to cellular protein content determined
by the Bradford method.

Kinetics parameters (V. and K,,) of OAT3-medi-
ated CLX uptake rate were determined with the Prism
5.0 software according to the following Michaelis—Men-
ten equation:
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_ Vmax x[S] (3)
Km + [S]

where V = OAT3-mediated transport rate of CLX (cor-

responding to uptake rate of CLX in HEK-OAT3 cells

minus that in control HEK-MOCK cells), [S] = CLX con-

centration, K, = Michaelis-Menten affinity constant

and V,,,, = maximum uptake rate.

Prediction of drug—drug interactions

Prediction of drug—drug interactions due to inhibition
of OAT activity was performed using the criterion of
the FDA, that is, a compound, called perpetrator and
known to inhibit in vitro OAT activity, is likely to inhi-
bit in vivo OAT if the ratio I,,,./ICso =0.1. with I,
» = the maximal unbound plasma concentration of the
interacting drug. Marketed OAT3 inhibitors were iden-
tified from the survey of the scientific literature and
selected based on their frequency of combination with
cloxacillin. The proton pump inhibitors lansoprazole,
omeprazole, and pantoprazole and the loop diuretic fur-
osemide were selected for testing. Their 1Cs, values
toward OAT3 activity were determined as determined
above allowing to next calculate the ratio Lya.c./ICs0
and to consequently predict the risk of clinical drug—
drug interaction.

Statistical analysis

Quantitative data were usually expressed as
means + standard error of mean (SEM) from at least
three independent experiments, each being performed
in triplicate. Data were analyzed through analysis of
variance (ANOVA) followed by Dunnett's or Tukey's
post hoc test, using Prism 5.0 software. The level of
significance was P < 0.05.

RESULTS

Inhibition of human OAT activities by cloxacillin

The effects of 0.1 mm and 1 mum CLX on accumulation
of the reference OAT substrate 6-CF were assessed in
HEK-OAT1 and HEK-OAT3 cells. As shown in Fig-
ure 1a, 0.1 mu CLX moderately inhibited accumulation
of 6-CF in HEK-OAT1 cells (by 35.7 + 16.0 %) and
more markedly in HEK-OAT3 cells (by 92.6 + 4.6%).
At the higher concentration of 1 mm, CLX almost fully
inhibited accumulation of 6-CF in HEK-OAT1 and
HEK-OAT3 cells, to a level close to that observed in the
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presence of the reference OAT inhibitor probenecid
(Figure 1a). CLX used at 0.1 mm and 1 mwm also mark-
edly reduced accumulation of the OAT4 substrate E3S
in HEK-OAT4 cells (Figure la), but failed to impair
uptake of the OCT2 substrate DIASP in HEK-OCT2 cells
(Figure S1). The inhibitory effects of CLX toward OAT
activities were next shown to be concentration-depen-
dent, with ICsq values ranging from 0.013 mm (for
OAT3 inhibition) to 0.021 mm (for OAT4 inhibition)
and 0.56 mu (for OAT] inhibition) (Figure 1b).

Cloxacillin accumulation assays

Cloxacillin uptake in HEK-OAT1, HEK-OAT3, and HEK-
MOCK cells was analyzed in the presence or absence of
probenecid. Cells were incubated with 100 pm CLX.
HEK-OAT1 cells display similar accumulation of CLX
than HEK-MOCK cells (Figure 2a). By contrast, HEK-
OATS3 cells exhibit enhanced uptake of CLX (by a 2.16-
fold factor) when compared to HEK-MOCK cells (Fig-
ure 2a). Probenecid significantly decreased CLX accu-
mulation in HEK-OAT3 cells (by 70%), but not in HEK-
MOCK and HEK-OAT1 cells (Figure 2a). Accumulation
of CLX in HEK-OAT3 cells was finally shown to be sat-
urable; the kinetic parameters were as follows:
K, =10.66 + 5.38 um and V,,, = 0.34 £ 0.05 pw/
min/mg protein (Figure 2b).

Prediction of OAT-related drug-drug interactions
for cloxacillin

For clinical drug-drug interactions (DDIs) involving
OATs, CLX may act as perpetrator, that is, it impairs
OAT-mediated handling of a co-administered drug, or as
a victim, that is, OAT3-mediated transport of CLX is
inhibited by a co-administered drug. Prediction of CLX
acting as a perpetrator was performed using the criterion
of the FDA. For this purpose. the upper limit of the target
range of CLX steady-state concentrations in case of con-
tinuous administration (50 pg/mL), and a CLX unbound
fraction of 0.1, has been considered for retaining 10 pm
as an approximated Iy, for CLX [25]. Using this CLX
concentration, OAT3 and OAT4. unlike OAT1, may be
blocked by CLX in vivo (Table I). For CLX as a victim, all
drugs known to in vivo inhibit OAT3 activity according
to the FDA criteria reported above may impair OAT3-
mediated transport of CLX. Examples of marketed drugs
acting as OAT3 inhibitors are listed in Table SI. To pre-
liminary address the potential relevance of these listed
drugs as causing clinical inhibition of OAT3-mediated
renal transport of CLX, we focused on proton pump inhi-
bitors and the loop diuretic furosemide. Lansoprazole,
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omeprazole, pantoprazole, and furosemide
confirmed to inhibit OAT3 activity, using 6-CF as a gen-
eric substrate for OAT3; ICs, values ranged from 1.7 pwm
(for lansoprazole) to 8.7 pm (for omeprazole) (Figure S2).
However, when applying the FDA criterion for predicting
potential in vivo inhibition of OAT3, only lansoprazole
may cause DDI for OAT3 substrates like CLX (Table SII).

were

DISCUSSION

The data reported in the present study indicated that
CLX interacts with human OAT transporters. CLX nota-
bly blocks OAT1 and OAT3 activity, but not that of
OCT2, ruling out therefore the hypothesis of a non-
specific and overall inhibition of SLC transporters by the
B-lactam. Human OAT1 activity is less sensitive to CLX
inhibition than that of OAT3, that is., CLX ICs, toward
OAT1 is 42.3-fold higher than that for OAT3, consis-
tently with previously results on murine Oat [17]. When
applying the FDA criteria for transporter-related clinical
DDI. OAT3 inhibition by CLX, unlike that of OATI, is
likely to have clinical consequences in terms of DDI. Co-
administration of drug substrates for OAT3 with CLX
may therefore theoretically deserve caution in terms of
potential DDIL. This point is noteworthy because OAT3
transports various marketed drugs. including other B-
lactam antibiotics like benzylpenicillin and cefazolin,
angiotensin-converting enzyme inhibitors like captopril,
angiotensin II receptor blockers like olmesartan, loop
diuretics (furosemide, bumetanide), HMG CoA reductase
inhibitors (statins), and nonsteroidal anti-inflammatory
drugs [13]. Nevertheless, no clinical DDI has been yet
reported for these drugs as victims and CLX as a perpe-
trator, according to the best of our knowledge. This lack
of in vitro to in vivo translation could be due to the fact
that OAT3-mediated secretion of these OAT3 drug sub-
strates may contribute in only a minor way to their
pharmacokinetics. In the same way, inhibition of OAT4
by CLX is predicted to potentially occur in vivo, but is
unlikely to be clinically relevant because no DDI has
been up to now attributed to this transporter; OAT4 is
therefore not considered as priority by drug agencies.
The potent in vitro inhibition of OAT4 by CLX reported
in our study however confirms that B-lactams can block
this transporter, as already demonstrated for penicillin G
[26] and various cephalosporins [19].

OATS3, unlike OAT1, was found to transport CLX.
OAT3 has already been shown to preferentially handle
cephalosporins [16], thus highlighting the major role of
this OAT isoform in the renal secretion of B-lactams.
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Figure 1 Inhibition of OAT activities by CLX. (a) HEK-OAT cells were incubated with references substrates (6-CF for HEK-OAT1 and
HEK-OAT3 cells and E3S for HEK-OAT4 cells) in the absence (control) or presence of CLX (used at 0.1 or 1 mwm) or probenecid (used
here as a reference OAT inhibitor) for 5 min at 37°C. After washing, intracellular accumulations of 6-CF or E3S were determined by
spectrofluorimetry or scintillation counting. Data are expressed as % of accumulation of reference substrate in control cells and are the
means + SEM of at least three independent assays. **, P < 0.01; *** P < (.001 when compared to control cells (ANOVA followed by
Dunnett's post hoc test). (b) HEK-OAT cells were incubated with reference substrates for 5 min in the absence or presence of various
concentrations of CLX or of the reference OAT inhibitor probenecid. OAT activities were next calculated as described in Materials and
Methods and are expressed as percentage of those found in control cells, arbitrarily set at 100%. Data are the means &+ SEM of at least
three independent assays. CLX ICs, values are indicated on the top of each graph
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Figure 2 Transport of CLX by OAT3. (a) HEK-MOCK, HEK-OAT1,
and HEK-OATS3 cells were incubated with 100 pm CLX for 5 min
at 37°C, in the absence or presence of 2 mm probenecid. After
washing, intracellular accamulation of CLX was determined by
LC-MS/MS and normalized to protein content. Data are the
means + SEM of at least three independent assays. *. P < 0.05
(ANOVA followed by Tukey's post hoc test). (b) HEK-OAT3 and
HEK-MOCK cells were incubated with various concentrations of
CLX for 5 min at 37°C. Intracellular accumulation of CLX was
next assessed by LC-MS/MS and normalized to protein content.
Data are expressed as OAT3-mediated CLX uptake rate, that is,
uptake rate of CLX in HEK-OAT3 cells minus that in control
HEK-MOCK cells, and are the means + SEM of at least three
independent assays. Kinetic parameters (K,,, and V,,,, values) are
indicated at the top of the graph
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Table I Prediction of potential drug-drug interactions (DDI) for
cloxacillin-mediated inhibitions of OATs according to FDA
criterion”

Transporter CLX ICso CLX fnais Jmaxu/ICso DDl prediction
OAT1 550 pm 10 pm 0.02 No DDI

OAT3 13 um 10 pm 0.77 DDI

OAT4 PARTLY] 10 pm 0.48 DDI

“According to FDA, a potential clinical DDI may be predicted when I,/
1C5o 20.1 (with /a5, = maximal unbound plasma perpetrator concentra-
tion)

Interestingly, the K,,, value (10.66 pm) of CLX for OAT3
(Km = 10.66) is close to CLX Iyaxu (10 pm). This sug-
gests that OAT3 may be at least partly saturated by CLX
for high concentrations of CLX, notably those occurring
in response to intravenous perfusion of the antibiotic or
CLX overdose. OAT3-mediated secretion of CLX can
therefore account for the well-established saturable renal
secretion of the B-lactam [27]. OAT3 could additionally
play a role in CLX nephrotoxicity [28], through directly
favoring CLX accumulation in the kidney [29]. Besides,
it is noteworthy that HEK-MOCK cells displayed probene-
cid-insensitive CLX accumulation. This may reflect some
passive diffusion of the antibiotic across plasma mem-
brane or, alternatively, its handling by a yet uncharac-
terized transporter expressed by HEK-MOCK cells and
not inhibited by probenecid.

Individual factors impairing OAT3 activity are likely
to affect OAT3-mediated renal secretion of CLX. By this
way, they may be responsible for the pharmacokinetics
variability. This can concern relevant non-silent OAT3
single-nucleotide polymorphisms (SNPs). In support to
this hypothesis, three OAT3 variants have been associ-
ated with more than 80% decrease in OAT3-mediated
transport of the reference substrate E3S or cimetidine;
their allelic frequency in the general population is how-
ever low (<1%) [30.31]. I305F (rs11568482) non-silent
mutation (3.5% frequency in Asian population [31])
was found to significantly reduce OAT3-mediated E3S
uptake, but not that of cimetidine [30.31]. However,
only Yee et al. assessed clinical consequence of these
polymorphisms on B-lactam excretion [32]. A significant
reduction of cefotaxime renal secretory clearance
(33.3 + 31.8 mL/min versus 97.0 + 42.2 mL/min)
and total cefotaxime renal clearance (84.8 + 32.1 mL/
min versus 158 4+ 44.1 mL/min) in heterozygous
patients for the [305F variant versus wild-type patients
was thus observed. In this context, it is noteworthy that
CLX exhibits an unbound plasma fraction much lower
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than that of cefotaxime (0.1 versus 0.6) [25,32]; renal
secretion of CLX, unlike its glomerular filtration, may
consequently account for a relevant part of the total
renal clearance of the antibiotic, measured at 97 +/—
21 mL/min in healthy volunteers [33]. Such a high
plasma protein binding of CLX has therefore likely to be
taken into account in order to evaluate the putative
consequences of OAT3 SNPs toward the total renal
clearance of CLX in further studies.

Drug—drug interaction interactions with CLX as a
victim through impairment of OAT 3-mediated secretion
of the antibiotic have also to be considered as a possi-
ble cause of CLX pharmacokinetics variability. This
hypothesis is worthy of interest because various mar-
keted drugs can inhibit OAT3 activity (Table SI) and
can therefore act as potential perpetrators. Notably,
proton pump inhibitors as well as furosemide are
OAT3 inhibitors, with ICs, values in the 1-10 pm
range. Unbound concentrations of these drugs have
however also to be considered for estimating putative
in vivo inhibition of OAT3. Thus, the ratio I ,,./ICsq
for these compounds predicts potential DDI for OAT3
substrates like CLX only with lansoprazole. Such a
CLX-lansoprazole interaction has nevertheless not been
clinically reported according to the best of our knowl-
edge. Further studies are therefore required to deter-
mine whether drug-related inhibition of OAT3-
mediated CLX renal secretion may clinically contribute
to CLX pharmacokinetics variability. In this context,
specific attention should be paid to antibiotics fre-
quently co-administered with CLX and known to inhi-
bit OAT3 activity, such as rifampicin [34].

In summary, CLX was found to differentially interact
with renal OATs. The antibiotic potently inhibits OAT3
and OAT4 activity, and more moderately that of
OATI. It is transported by OAT3, but not OAT1. The
potential clinical relevance of these in vitro findings,
notably in terms of CLX pharmacokinetics variability,
remains however to be established.
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ABBREVIATIONS

ANOVA - Analysis of variance

S. Lalanne et al.

CLX - Cloxacillin

DDI - Drug—drug interaction

DMEM - Dulbecco Modified Eagle medium
DiASP - 4-(4-(dimethylamino)styryl)-N-
methylpyridinium

E3S - [6, 7-3H (N)]-Estrone-3-sulfate

FDA - Food and drug agency

HEK — Human embryotic kidney

IC5( — Half maximal inhibitory concentration
Imax,, — Maximal unbound plasma concentration
K — Michaelis—Menten affinity constant
LC-MS/MS - Liquid chromatography-
tandem mass spectrometry

MSSA - Methicillin-susceptible Staphylococcus aureus
OAT - Organic anion transporter

OCT - Organic cation transporter

PBS - Phosphate-buffered saline

SLC - Solute carriers

SEM - Standard error of mean

SNP - Single-nucleotide polymorphism

6-CF — 6-carboxy-fluorescein

Vinax — Maximum uptake rate
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Table SI Examples of drugs inhibiting OAT3 activity and potentially co-administered with
cloxacillin

Pharmacological class Drug Reference

Bumetanide [1]

o Furosemide [2,3]
Diuretic Hydrochlorothiazide [1]
Indapamide (2]
Captopril [4]
Renin-angiotensin system- Olmesartan [5]
related drug Sacubitril [6]
Valsartan [6]
Atorvastatin [7]

HMG-CoA reductase Pravastatin [7, 8]
inhibitor Rosuvastatin [7]
Simvastatin [7]
Non-steroidal anti- TR [3]

inflammatory drug Thup rofen. [2,9]
Indomethacin [9]
Lansoprazole [3]
Proton pump inhibitor Omeprazole [3]
Pantoprazole [3]

Table SII Prediction of potential drug-drug interactions (DDI) for lansoprazole, omeprazole,
pantoprazole and furosemide-mediated OAT3 inhibition according to FDA criterion®

ICso
Drug (OAT3 (Ié'(;*‘:’:) Imaxw/ICso  DDI prediction Reference
inhibition) k
0.25uM
Lansoprazole 1.7 uM (30 mg) 0.15 DDI [10]
Omeprazole 8.2 uM (22102 m“ é\;[ 0.01 No DDI [11]
Pantoprazole 5.7 uM (24202m“g[ 0.04 No DDI [12]
Furosemide 4.1 uM (24%9$2;[ 0.02 No DDI [13]

*According to FDA, a potential clinical DDI may be predicted when I, /ICso> 0.1 (with Ipaxy
= maximal unbound plasma perpetrator concentration).
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Figure S1. Lack of CLX effects towards OCT2 activity. HEK-OCT2 cells were incubated
with the reference OCT2 substrate DiASP in the absence (control) or presence of CLX (used
at 0.1 or | mM) or 200 uM amitriptyline (used here as a reference OCT?2 inhibitor) for 5 min
at 37°C. After washing, intracellular accumulation of DiASP was determined by
spectrofluorimetry. Data are expressed as % of DIASP accumulation in control cells, set at
100%, and are the means + SEM of three independent assays. ***, p<(0.001 when compared
to control cells.
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Figure S2. Concentration-dependent inhibitory effects of lansoprazole, omeprazole,
pantoprazole and furosemide towards OAT3 activity. HEK-OAT3 cells were incubated with
6-CF for 5 min in the absence or presence of various concentrations of lansoprazole,
omeprazole, pantoprazole or furosemide or of the reference OAT inhibitor probenecid. OAT
activities were next calculated as described in Materials and Methods and are expressed as
percentage of those found in control cells, arbitrarily set at 100%. Data are the means + SEM
of three independent assays. Drug ICsg values towards OAT3 activities are indicated on the
top of each graph.
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3.5Rdle des interactions médiées par les transporteurs dans I’élimination de la
cloxacilline : étude clinique rétrospective

La premiere partie de ce travail a permis de mettre en évidence in vitro le caractere
substrat d’OAT3 de la cloxacilline et de potentielles interactions entre les inhibiteurs de la
pompe a protons (IPP) et OAT3. Ainsi le lansoprazole apparait comme un candidat possible
et pourrait conduire a une diminution de la sécrétion tubulaire de la cloxacilline lorsque
gu’ils sont co-administrés.

L’objectif principal de cette étude est de vérifier si I'inhibition de la sécrétion tubulaire de la
cloxacilline par le lansoprazole se confirme ou non dans une cohorte de patients en « vraie
vie ». Les objectifs secondaires sont de confirmer la variabilité des concentrations en béta-
lactamines en service de médecine et de caractériser des interactions au niveau tubulaire
pouvant contribuer a la variabilité pharmacocinétique de la cloxacilline. Ainsi, si le
lansoprazole est un inhibiteur cliniquement significatif, les concentrations et/ou la clairance
de réabsorption/sécrétion tubulaire de la cloxacilline doivent étre modifiées dans le groupe
sous lansoprazole. Cette hypothése doit étre vérifiée sur le terrain pour confirmer ou non
I’existence d’une interaction entre cloxacilline et lansoprazole.

3.5.1 Matériel et méthodes

Il s’agit d’une étude rétrospective, cas-témoin (1:3), incluant 84 patients traités par
cloxacilline en perfusion continue et ayant fait I'objet d’un Suivi Thérapeutique
Pharmacologique dans des services de médecine (maladies infectieuses, orthopédie,
rhumatologie). Les patients « témoin » ne sont pas traités par IPP sur la période ou ils
bénéficient d’un STP de la cloxacilline. Les patients témoins sont traités par lansoprazole sur
la période ou le STP de la cloxacilline est réalisé. Les concentrations en cloxacilline sont
mesurées par chromatographie liquide haute performance a détection dans l'ultra-violet
selon une méthode dérivée de la méthode publiée par I'équipe du laboratoire de
pharmacologie biologique du CHU de Rennes[69].

Les variables suivantes sont relevées : age, poids, sexe, mesure de la créatinine sérique,
clairance estimée de la créatinine selon la formule CKD-EPI, posologie de la cloxacilline et du
lansoprazole. Sont également relevés l'indication du traitement antibiotique, le type
d’infection, la ou les bactéries identifiées. La clairance totale de la cloxacilline est calculée
selon la formule suivante :

Clairance (L/h) = Dose (g)

Formule 3
Aire sous la courbe(g/Lxh) ( )

La clairance rénale de la cloxacilline est la résultante des clairances de filtration, de
réabsorption et de sécrétion. Elle se calcule a I'aide de la formule 1 évoquée plus haut.
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Considérant que la cloxacilline est trés peu métabolisée, la clairance rénale est égale a la
clairance totale.

Les variables relevées sont comparées entre les groupes cas et témoins a I'aide d’un test de
Student. La différence est considérée significative si p<0.05.

3.5.2 Résultats

Population générale

86 patients ont été inclus sur la période Janvier 2017- Avril 2019 pour 184 dosages de
cloxacilline. L'ensemble des administrations est réalisé en perfusion continue. La dose
journaliere de cloxacilline administrée est en moyenne de 9g/24h (min 3g/24h, max
20g/24h). L’age moyen des patients bénéficiant d’un STP est de 65 ans, la population est en
majorité masculine (70% de I'effectif). 21 patients étaient sous lansoprazole et sous
cloxacilline, respectant le ratio choisi. Les principales caractéristiques des patients inclus sont
résumées dans le tableau 3.

Parmi les 86 patients inclus, 81 (94%) présentent une infection documentée. La majorité des
patients présente une infection monobactérienne (87%). 88% des patients présentent un
prélévement positif a SAMS (88%) et 3,5% des patients présentent un prélévement positif a
Staphylococcus epidermidis sensible a la méticilline. La répartition des étiologies
bactériennes traitées par cloxacilline est résumée dans la figure 4.

1% 1%

B Staphylococcus aureus MS

W Staphylococcus epidermitis
MS

Staphylococcus lugdensis

Staphylococcus coagulase
négative

Figure 4 : répartition des étiologies bactériennes.
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Tableau 3 : caractéristiques générales de la population a I’étude.

Critere Cas Témoins P value
Age moyen + écart type 66113 6417 0,4
Poids moyenz écart type (kg) 81+14 7115 0,01
Clairance de la créatinine moyenne * écart
. 74437 67433 0,3
type (mL/min)
Protides totaux moyens * écart type (g/L) 7218 6719 0,007
Albumine sérique moyenne + écart type
3216 284 0,09
(g/L)
Dose de cloxacilline journaliere moyenne +
) 9+4 9+3 0,8
écart type (g)
Concentration en cloxacilline moyenne a
e ) 39+18 41422 0,6
I’équilibre * écart type (ug/mL)
Concentration en cloxacilline médiane a
. ) 35418 34422 -
I’équilibre + écart type (ug/mL)
Clairance rénale de la cloxacilline moyenne +
) ) 200+127 205+138 0,8
écart type (mL/min)
Clairance de filtration glomérulaire de la
o ) _ 743 7+4 0,2
cloxacilline moyenne + écart type (mL/min)
Clairance (réabsorption/sécrétion) de la
- . . 194+136 198+136 0,88
cloxacilline moyenne + écart type (mL/min)
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Pour les patients présentant des prélevements pluribactériens associés au SAMS, on
retrouve des préléevements positifs a Enteroccocus faecalis (2), Pseudomonas aeruginosa (2),
Escherichia coli(1), Streptococcus dysgalactiae (1) Pseudomonas putida (1), Klebsiella
pneumoniae (1). Les principaux diagnostics retenus dans les comptes rendus
d’hospitalisation et de consultation, justifiant la mise sous cloxacilline, sont une infection
ostéo-articulaire (41% des patients), une endocardite infectieuse (31%) ou une bactériémie
sans autre indication (8%). A noter que 49% des patients présentent une infection sur
matériel (prothése de genou, de hanche, bioprothese valvulaire principalement).

L’ensemble des diagnostics conduisant a une mise sous cloxacilline est résumé dans la figure
5. La concentration moyenne en cloxacilline a I'équilibre est de 40+20 pg/mL. 6% des
dosages sont en faveur d’un surdosage franc (supérieur a 80 pg/mL) et 25% des dosages sont
en dehors de la zone cible recommandée (10-50 pg/mL). La proportion de concentrations en
dehors de la cible a la premiere mesure est de 34% contre 25% sur I'ensemble des
concentrations mesurées.

M Endocardite infectieuse

B Infection ostéo articulaire

u Infection sur chambre implantable
8% Infection des tissus mous

M Bactériémie sans autre précision
B Thrombophlébite

7% M Embols septiques

Infection de prothése vasculaire

Infection stimulateur cardiaque

pas de diagnostic retenu

Figure 5 : répartition des diagnostics retenus justifiant un traitement par cloxacilline.

Analyse en sous-groupe

Parmi les 21 patients recevant du lansoprazole, 13 regoivent 15 mg/J (29 concentrations de
cloxacilline mesurées) et 8 recoivent 30 mg/j (20 concentrations de cloxacilline mesurées). Ni
les doses journaliéres (9 g/24h dans les deux cas) ni les concentrations en cloxacilline (39
versus 41 pug/mL) ne sont significativement différentes entre les deux groupes (p=0,8 et
p=0,6) (Figure 6). Les deux groupes différent sur la variable poids (81 kg pour les cas et 71 kg
pour les témoins, p=0,01) ainsi que pour les protides totaux (72 g/L pour les cas versus 67
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g/L pour les témoins, p=0,007). La clairance de la créatine moyenne est de 71+36 mL/min. Il
n'y a pas de différence significative de la fonction glomérulaire entre les deux groupes
(p=0,3). La clairance rénale de la cloxacilline ne différe pas entre les deux groupes (200
versus 205 mL/min, p=0,8), il en est de méme pour la clairance de filtration glomérulaire de
7mL/min dans chaque groupe (p=0,2).Le calcul de la clairance de réabsorption/sécrétion
tubulaire de la cloxacilline, basé sur la clairance de la créatinine des patients (formule CKD-
EPI) est de 194 mL/min pour le groupe sous lansoprazole et de 198 mL/min dans le groupe
témoin (p=0,88). (Figure 6)
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Figure 6 : répartition des concentrations a I'équilibre (mg/L) (n=188), de la dose journaliére
(g/24h) (n=185) et de la clairance de réabsorption/sécrétion de la cloxacilline (mL/min)
(n=184) au sein de la population a I'étude.
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Les principales caractéristiques des patients a la premiere mesure des concentrations
plasmatiques sont résumées dans le tableau 4.

En se focalisant sur la premiére mesure de concentration en cloxacilline, donc avant
adaptation de la posologie selon les recommandations du STP, les doses journalieres ne sont
pas significativement différentes entre les deux groupes (11+3 et 10+2 g/24h, p=0,6) et le
ratio dose/poids ne differe pas non plus entre les deux groupes (0,13+0,04 versus 0,15+0,04
g/kg/i, p=0,1). Les concentrations mesurées ne sont pas significativement différentes entre
les deux groupes (respectivement 41+21 pg/mL pour les cas et 44+24 pg/mL pour les
témoins, p=0,7). Il en est de méme pour les valeurs des clairances de réabsorption/sécrétion
tubulaire de la cloxacilline (206+161 et 218+141 ml/min p=0,7, Figure 7).

Tableau 4 : caractéristiques des patients a la premiére mesure des concentrations
plasmatiques.

Critere Cas Témoins P value
. e + 4
Clairance de la créatinine moyenne * écart type 71435 75437 0,7
(mL/min)

Posologie moyenne + écart type (g) 1143 10+2 0,6
Doses-poids moyenne + écart type (g/kg) 0,13+0,04 0,15+0,04 0,1
Conc?f\tra.t.lon en’cloxaulllne moyenne a 41421 44424 0,7

I’équilibre * écart type (ug/mL)
. - +
Clairance totlale dela conaC|II|.ne moyenne * 9954143 2144163 0,7
écart type (mL/min)
CIalrf'ar?ce (reabsorptlo,n/secretlon) de I:? 218+140 2064161 0,7
cloxacilline moyenne + écart type (mL/min)
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Figure 7 : répartition des concentrations a I'équilibre (mg/L) (n=86), de la dose
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(mL/min) (n=85) lors de la premiére mesure des concentrations plasmatiques.
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En se focalisant sur les 58 patients ayant eu plusieurs mesures de concentrations, la
fréquence médiane des dosages réalisés est de deux en sept jours. Ni la concentration
moyenne (39.8 pg/mL) ni la clairance de la créatinine (72440 mL/min) ne permettent de
distinguer ce sous-groupe du reste des patients ayant bénéficié d’un unique STP. La variation
de posologie journaliere médiane entre la premiére et la derniere mesure des
concentrations chez ces patients est de 0 g (min -12g, max +6g).

3.6 Discussion

La population incluse dans I'étude rétrospective est une population agée (65 ans en
moyenne), présentant une insuffisance rénale légere [90] prise en charge dans des services
de médecine spécialisée, notamment en service de maladies infectieuses. Ces patients
traités par de fortes doses de cloxacilline bénéficient d’'un STP des béta-lactamines
systématique. La totalité des patients bénéficie d’'une administration en continu, ce qui
souligne la modification des pratiques d’administration depuis 2011 au CHU de Rennes ou
80% des patients avaient bénéficié d’un STP de la cloxacilline avec une administration en
discontinu[82]. L'administration par voie IV de la cloxacilline indique que les patients inclus
sont généralement dans la phase initiale de la prise en charge de leur pathologie. En effet,
selon le type d’infection et le contexte clinique, un relais per os ultérieur peut étre envisagé
a distance du JO d’une antibiothérapie efficace[91]. C’est en toute logique que les indications
« infection ostéo-articulaire » et « endocardite infectieuse » représentent 62% des patients
inclus. En effet la prévalence des El et des IOA a Staphylococcus aureus a augmenté ces
dernieres décennies chez une population dont I'dge a lui-méme augmenté[92], [93]. Or
I'étiologie prédominante chez 'ensemble des patients étudié est le SAMS.

La majorité de ces patients a bénéficié d’'une hospitalisation en service d’infectiologie ou
d’un avis d’un infectiologue pour la prise en charge médicale de sa pathologie, ces praticiens
sont rompus au STP des béta-lactamines depuis plus de dix ans et aux modalités
d’administration nécessaires a 'atteinte des cibles de concentration ce qui explique, pour
partie, que 66% des premiers dosages effectués soient dans la cible. Il apparait que les
concentrations plasmatiques en cloxacilline dans I'ensemble de la population présentent une
large variabilité interindividuelle avec un coefficient de variation (cv) de 50% chez des
patients qui ne sont pas hospitalisés en soins critiques. Les dosages de cloxacilline
administrée en continu en service de réanimation du CHU de Rennes, centre précurseur
dans l'activité de dosages des béta-lactamines, présentaient un cv de 26% en 2011 pour une
population de patients certes moindre (n=14). Ces données confirment, chez des patients
proches de leur JO de traitement, que la variabilité pharmacocinétique de la cloxacilline ne
concerne pas que le patient de réanimation. Cette variabilité n’est pas sans conséquences
puisqu’environ un tiers de ces patients en phase précoce de leur infection est en dehors des
zones cibles lors du premier suivi des concentrations effectué.
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Interactions médiées par les transporteurs tubulaires et cloxacilline

Concernant I'étude d’interaction, peu de données d’interaction des béta-lactamines avec
des transporteurs tubulaires sont documentées sur modeles cellulaires[84] mais la
description d’interactions en clinique impliquant des inhibiteurs de transporteurs et les béta-
lactamines sont encore plus rares dans la littérature. Elles concernent majoritairement le
probénécide. La seule pénicilline M faisant I'objet d’une interaction documentée chez
I'homme est la flucloxacilline avec la pipéracilline [85]. Cette interaction modélisée par une
analyse PK compartimentale retrouve une diminution significative de la clairance rénale de
la flucloxacilline (1 g) en présence de la pipéracilline (3 g), de 5.5 L/H a 2.1 L/h. En revanche
la clairance rénale de la pipéracilline est peu influencée par la flucloxacilline. Cette
différence, modélisée par les auteurs sous la forme d’une inhibition compétitive, est
expliquée par une affinité supérieure de la pipéracilline pour OAT. Cette interaction se
traduit concrétement par un doublement du temps passé par la flucloxacilline a des
concentrations supérieures a la CMI.

Dans notre étude de recherche d’interaction cloxacilline-lansoprazole, les caractéristiques
des patients ne different significativement que sur les critéres de poids (81+14 versus 71+15
kg) et de protidémie (72+8 versus 6719 g/L). Cette différence de poids est prise en compte
par le clinicien puisque le ratio dose/poids ne differe pas entre les deux groupes a l'initiation
du STP. La différence d’albuminémie entre les deux groupes n’est pas significative,
I"albumine étant la principale protéine de liaison de la cloxacilline[86], on peut estimer qu’il
n’y a pas de différence due a la fixation protéique entre les deux groupes.

Les concentrations a I'équilibre mesurées lors de l'initiation du STP, mettent en évidence
une exposition similaire entre les patients sans et avec lansoprazole. Par ailleurs il n’existe
pas de différence entre les deux groupes sur la dose (9g/24h dans le deux groupes), ni sur la
clairance de filtration glomérulaire (74 et 67 mL/min). Nous pouvons donc nous permettre
de comparer les clairances de réabsorption/sécrétion en cloxacilline entre les deux groupes
en s’affranchissant d’éléments confondants cités ci-dessus. Les clairances de
réabsorption/sécrétion n’étant pas significativement différentes entre les deux groupes, le
lansoprazole n’est pas un inhibiteur cliniguement pertinent de la réabsorption/sécrétion
tubulaire de la cloxacilline. En I'absence de marqueur spécifique de la sécrétion tubulaire, il
est difficile d’isoler un effet concernant spécifiquement la sécrétion tubulaire de la
cloxacilline, cependant la valeur élevée de la clairance de réabsorption/sécrétion indique
gue la sécrétion est le phénomene majoritaire au niveau tubulaire. Parmi les hypotheéses
avancées, le lansoprazole pourrait présenter une faible puissance d’inhibition d’OAT3 chez
'homme. En effet le lansoprazole a été jugé un bon candidat pour étre un inhibiteur
potentiellement cliniquement significatif sur la seule base du rapport des concentrations
maximales libres (Imax,u) sur la concentration inhibitrice 50 (Ciso) supérieur a 0,1. La Ciso est
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issue de la mise en évidence de l'inhibition du transport par OAT3 d’un substrat de référence
(la 6-carboxy-fluoresceine, 6-CF). Or la valeur de la Ciso peut étre variable en fonction du
protocole de I'étude d’inhibition utilisé mais aussi du choix du substrat de référence. La Ciso
du lansoprazole en présence de cloxacilline n’a pas été directement démontrée. Le caractere
inhibiteur du lansoprazole pourrait étre moins puissant en présence de la cloxacilline que du
6-FC ce qui pourrait modifier la valeur du ratio Imax,u/Clsg, Il n’existe également pas de
données concernant linhibition d’OAT3 qui pourrait étre compensée par d’autres
mécanismes de transport ou de diffusion passive. Les connaissances concernant I'étape
finale de la sécrétion tubulaire au niveau apical de la cellule tubulaire ne permettent pas
actuellement de caractériser le transporteur a I'origine de la sortie de la cloxacilline vers le
compartiment urinaire cependant il est probable que I'étape limitante dans la sécrétion
tubulaire vienne du pole basolatéral, c’est-a-dire celui ou est localisé OAT3[80]. En tout état
de cause, cette étude en « vraie vie » ne confirme pas l'interaction caractérisée in vitro. Ces
données ne sont donc pas en faveur d’une interaction entre lansoprazole et cloxacilline chez
les patients.

Tubule rénal et variabilité pharmacocinétique

Avec des clairances rénales de la cloxacilline largement variables (200+127 et 205+138
mL/min dans chaque groupe), la fonction rénale semble bien étre a I'origine d’une partie
non négligeable de la variabilité pharmacocinétique de la cloxacilline, comme évoqué par
Visser et al.[81]. En se basant sur un pourcentage de fraction libre relevé chez le volontaire
sain, la clairance de réabsorption/sécrétion de la cloxacilline est bien une voie d’excrétion
majeure de celle-ci (194 et 198 mL/min dans chaque groupe). La fonction glomérulaire joue
donc a priori un role de faible importance dans I'excrétion de la cloxacilline, méme si elle
peut étre légérement sous-estimée du fait de I’hypoalbuminémie observée chez les patients
de I'étude. En effet, les concentrations libres en cloxacilline, comme celles des autres béta-
lactamines fortement fixées aux protéines, varient a fortiori de maniere plus importante lors
d’une hypoprotéinémie[94].

Cette variabilité des concentrations en cloxacilline trouve donc principalement son origine
dans la variabilité de la fonction tubulaire.

Pour identifier de maniere plus précise le mécanisme d’excrétion rénale a I'origine de cette
variabilité, se pose la question des liens entre fonction glomérulaire et tubulaire : lors d’une
atteinte tubulaire, la modification de pression intra-tubulaire est a I'origine d’une diminution
du débit de filtration glomérulaire. Cependant la corrélation entre fonction glomérulaire et
fonction tubulaire est mauvaise[95]. Cette absence de relation pourrait contribuer a
expliquer la mauvaise corrélation entre concentrations en antibiotique et fonction
glomérulaire, au moins lors du premier dosage, car la posologie initiale est généralement
prescrite sur la base de la clairance de la créatinine. Hori et al.[96] ont mis en évidence que
des patients atteints de glomérulonéphrite et présentant une sécrétion tubulaire non
altérée, nécessitaient des doses plus importantes d’ampicilline. A l'inverse, les patients
présentant une glomérulonephrite avec atteinte tubulaire nécessitaient des doses plus
faibles que prévues lorsqu’elles se basaient sur la clairance de la créatinine. Comme évoqué
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précédemment, filtration glomérulaire et excrétion tubulaire répondent a des mécanismes
tres différents.

Par ailleurs, la saturabilité du transport de la cloxacilline a été démontrée par Bins et
Mattie[71] chez 9 volontaires sains bénéficiant d’'une administration continue de
cloxacilline ; ces auteurs mettent en évidence une saturation de 50% de la fonction tubulaire
pour des concentrations libres de 7+2.3 pg/mL, soulignant I'affinité spécifique de la
cloxacilline pour les cellules tubulaires. Ainsi, a des concentrations proches des
concentrations thérapeutiques le processus d’excrétion tubulaire est partiellement saturé.
Ceci conduit a une perte de la linéarité de la pente d’élimination, décrite pour des molécules
dont I'excrétion tubulaire représente plus de 20% de I'excrétion totale[97], ce qui semble
étre le cas pour la cloxacilline et pour des concentrations supérieures au Km identifié (figure
8). Ceci expliquerait la difficulté a prédire les concentrations en cloxacilline [81]. Ce résultat
est cohérent avec la mise en évidence d’une saturation du transport de la cloxacilline par
OAT3 in vitro ce qui contribuerait a expliquer la variabilité PK.
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LN

8

0.4 f=0.
0

0.1

0.06
0.04

4
b Time (h)

Figure 8 : simulations d’évolution des concentrations plasmatiques en fonction du temps
selon la fraction excrétée par sécrétion tubulaire (f). Selon C.A.M. van Ginneken et al.[97].

Cette étude rétrospective permet donc de mettre en évidence I'importance de la fonction
tubulaire rénale dans [I'excrétion d’une pénicilline fortement fixée aux protéines
plasmatiques comme la cloxacilline et suggére un lien entre la saturation du transporteur
OAT3 dont elle est le substrat et la difficulté de prédire les concentrations par la seule
fonction glomérulaire. Cependant un marqueur biologique de la fonction de sécrétion
tubulaire mais aussi une évaluation du volume de distribution pour chaque individu sont
nécessaires pour chercher a établir un lien solide entre la variabilité des concentrations
rapportées et cette méme fonction tubulaire. Pour mieux caractériser le réle d’OAT3 il
faudrait pouvoir évaluer la fonction de sécrétion tubulaire de la cloxacilline seule mais il
n’existe pas de marqueur spécifique de la sécrétion tubulaire en clinique et donc pas non
plus d’outil d’individualisation du traitement prenant en compte la fonction tubulaire[87].

Enfin, une approche de pharmacocinétique de population a I'aide d’'un modele intégrant la
saturabilité de I'excrétion tubulaire sous la forme d’une équation de Michaelis Menten dans
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le processus d’élimination[80], a l'instar d’une récente étude mettant en évidence la
saturation de [I’élimination de la pipéracilline[89], pourrait permettre une meilleure
prédiction des doses de cloxacilline a administrer, en particulier chez des sujets a risque de
surdosage.

4. Conclusion

L’étude du transport tubulaire de la cloxacilline en culture cellulaire a permis de mettre en
évidence son caractére substrat du transporteur tubulaire OAT3 et d’identifier une
interaction avec le lansoprazole susceptible d’étre cliniqguement significative. Une étude
clinique rétrospective comparant une population de patients bénéficiant d’un suivi
thérapeutique pharmacologique sous cloxacilline seul et sous cloxacilline et lansoprazole n’a
pas permis de confirmer cette interaction en vraie vie. Les données collectées mettent
cependant en évidence une large variabilité interindividuelle des concentrations en
cloxacilline dans un contexte hors soins critiques avec prés d’un tiers des patients en dehors
de la zone thérapeutique lors de la premiére mesure des concentrations. Les résultats
obtenus soulignent également I'importance de la fonction tubulaire dans la variabilité
pharmacocinétique de la cloxacilline. La fixation aux protéines et le transport tubulaire
apparaissent comme deux variables essentielles a mieux documenter pour obtenir dans les
meilleurs délais des concentrations thérapeutiques en antibiotiques. Le suivi thérapeutique
pharmacologique reste donc a I’heure actuelle un outil nécessaire a I'obtention de
concentrations thérapeutiques en cloxacilline dans ces contextes d’infections profondes
et/ou complexes.
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Facteurs de variabilité de la réponse aux béta-lactamines

Le suivi thérapeutique pharmacologique (STP) des béta-lactamines est une pratique hospitaliére qui a pris
son essor avec l'augmentation de son niveau de preuve dans le cadre d'infections séveres et profondes en
réanimation. L’objectif de ce travail est de recenser les différents facteurs a I'origine la variabilité de la réponse
a ces antibiotiques, tant pharmacocinétiques que pharmacodynamiques puis de se focaliser sur I'impact du
tubule rénal sur la variabilité pharmacocinétique des béta-lactamines. La cloxacilline est une pénicilline M
fréquemment dosée en laboratoire de pharmacologie mais pour laquelle les interactions avec les
transporteurs rénaux ne sont pas documentées dans la littérature. Nous avons consacré deux études a la
recherche du réle du tubule rénal dans la variabilité pharmacocinétique de la cloxacilline.

La premiére étude in vitro est menée sur modele cellulaire surexprimant des transporteurs tubulaires rénaux
de type organic anion transporter (OAT). Les données de cette étude ont permis d’identifier la cloxacilline
comme un substrat d’OAT3. Par ailleurs une inhibition marquée de I'activité d’OAT3 par un inhibiteur de la
pompe a protons fréquemment co-prescrit, le lansoprazole, a pu étre mise en évidence.

Une étude clinique rétrospective cas/témoin a été menée pour vérifier cette potentielle interaction chez 86
patients hospitalisés au CHU de Rennes, bénéficiant d’'un STP de la cloxacilline, les cas correspondant a des
patients sous lansoprazole et cloxacilline, les témoins a des patients sous cloxacilline seule. Les résultats de
cette étude n’ont pas permis d’identifier de diminution significative de la clairance de réabsorption/sécrétion
de la cloxacilline en présence de lansoprazole, permettant d’exclure une interaction significative entre
lansoprazole et cloxacilline. Les données de concentrations recueillies confirment que la variabilité des
concentrations en cloxacilline ne se limite pas au patient de réanimation. Par ailleurs, les données de clairance
calculées soulignent I'importance de la fonction tubulaire dans le processus d’excrétion de cet antibiotique, en
cohérence avec le caractere substrat d’OAT3 démontré dans |'étude in vitro.

Antibiotiques, sécrétion tubulaire, suivi thérapeutique pharmacologique
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