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Résumé

Le sepsis joue un réle fondamental dans I'altération de la pharmacocinétique (PK) des anti-
infectieux, responsable d’un risque de sous ou surdosage chez des patients de réanimation
pouvant conduire a un échec thérapeutique. La compréhension de la variabilité PK des anti-
infectieux est essentielle afin de proposer une posologie adéquate. De plus, développer un
modele animal de sepsis permettrait d’améliorer la compréhension des altérations PK des

anti-infectieux induites par le choc septique.

Ce projet de these a pour but d’évaluer la capacité du modele porcin de sepsis a prédire la PK
d’anti-infectieux chez I’hnumain. Pour ce faire, étudier des molécules déja connues permettrait
de confirmer dans un premier temps sa transposition a 'Homme. Les échinocandines,
traitement de premiére intention en cas d’infection fongique, sont au centre de ce projet. Au
préalable, des études complémentaires chez des patients de réanimation ont été menées afin
d’approfondir nos connaissances sur leur PK dans des situations a risque, comme le recours a
des thérapies d’épuration extra-rénale et dans le cadre d’une péritonite secondaire, ou la
diffusion péritonéale des échinocandines est déterminante pour éradiquer linfection
fongique. Enfin, la PK de la micafungine a été étudiée sur un modeéle porcin septique, dont la
physiologie est trés proche de I’humain, afin de la comparer a celle retrouvée chez les patients

septiques. Ces études ont été réalisées a I'aide de modélisation par approche de population.

Ces travaux ont mis en exergue la nécessité d’augmenter la posologie des échinocandines chez
les patients de réanimation sous peine d’échec thérapeutique. Les thérapies d’épuration
extra-rénale, quant a elles, n’altérent pas la PK des échinocandines. Leur diffusion au sein de
la cavité péritonéale, site infectieux fréquent des espéces Candida, est modérée mais serait
suffisante afin d’éradiquer I'infection fongique en prenant en compte les CLSI breakpoints.
Enfin, la PK de la micafungine chez le modéle porcin septique est similaire a celle retrouvée
chez I'humain en considérant une relation allométrique du poids de I'espéce appliquée au
volume de distribution central de la micafungine. Ces résultats encourageants tendent a
justifier la transposabilité du modele porcin a I’humain. Si cette hypothése s’avére exacte, le
modele porcin septique pourrait étre utilisé pour I’étude de nouveaux anti-infectieux lors des

phases précliniques, afin d’estimer une posologie adéquate chez des patients de réanimation.

Mots clés : pharmacocinétique, échinocandines, sepsis, patients de réanimation, modele

porcin, modele préclinique.



Abstract

Sepsis plays a fundamental role in the alteration of the pharmacokinetics (PK) of anti-infection
agents, responsible in particular for a risk of under or overdose in intensive care patients which
can lead to therapeutic failure. Understanding the PK variability of anti-infectives is essential
to provide an adequate initial dosing regimen. Furthermore, the development of an animal
model of sepsis would improve our understanding of the PK alterations of anti-infection

agents induced by septic shock.

The aim of this thesis project is to evaluate the capacity of the porcine model of sepsis to
predict the PK of anti-infectives in humans. Thus, the study of already known anti-infection
agents would enable to confirm its transposition to humans. Echinocandins, which are the
first-line treatment for fungal infections, are at the center of this project. Preliminary studies
in intensive care patients were first conducted in order to improve our knowledge of their PK
in particular situations, such as the use of renal replacement therapy and in the case of
secondary peritonitis, where the peritoneal diffusion of echinocandins is decisive to eradicate
fungal infections. Finally, the PK of micafungin was studied in a porcine septic model whose
physiology is very close to that of humans, in order to compare it with that found in septic

patients. These studies were performed using population-based modeling.

This work has highlighted the need to increase the dosing regimens of echinocandins in
intensive care patients under threat of therapeutic failure. Renal replacement therapy, on the
other hand, do not alter the PK of echinocandins. Diffusion into the peritoneal cavity, a
frequent infectious site of Candida species, is moderate for these echinocandins but would be
sufficient to eradicate fungal infections given the CLSI breakpoints. Finally, the PK of
micafungin is similar between the septic pig model and septic patients considering an
allometric relationship of the body weight of these species on the central volume of
distribution of micafungin. These encouraging results tend to justify the transposability of the
pig model to septic patients. If this hypothesis is correct, the porcine septic model would be
used to study new anti-infective agents in the preclinical phases, in order to estimate an

adequate initial dosing regimens in intensive care patients.

Key words: pharmacokinetics, echinocandins, sepsis, critical ill patients, pig model, preclinical

model.
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Vc : volume de distribution central
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Partie I : Contexte scientifique

1 Introduction

Le sepsis est une cause fréquente d’admission en réanimation [1]. Les infections fongiques
représentent la deuxiéme cause de sepsis apres les infections bactériennes et sont associées
a une morbi-mortalité élevée [2]. Toutefois, contrairement aux antibiotiques, trés peu de
données sont disponibles sur le lien entre pharmacocinétique des antifongiques et risque
d’échecs thérapeutiques.

Parmi ces antifongiques, la famille des azolés fut le traitement de référence pendant de
longues années, avec pour chef de file le fluconazole. Depuis les années 2000, les
échinocandines ont fait leur apparition sur le marché des antifongiques. Ces molécules ont
une activité a large spectre, sont tres bien tolérés et ne sont généralement pas sujet a des
interactions médicamenteuses nécessitant un ajustement posologique. En raison de
I’émergence de la résistance aux azolés, les échinocandines sont devenus le traitement de
premiére intention lors d’une infection fongique chez des patients de réanimation selon les
recommandations européennes [3,4].

Dans le cadre d’un sepsis, des altérations importantes de la pharmacocinétique des anti-
infectieux ont été observées engendrant des risques de sous ou surdosage [5]. L’étude DALI a
par ailleurs démontré que 33 % des patients recevant un traitement antifongique
n’atteignaient pas les cibles thérapeutiques recommandées, avec des concentrations
plasmatiques  insuffisantes  pour  atteindre les cibles  pharmacocinétiques/
pharmacodynamiques (PK/PD) [6]. D’autre part, ces altérations physiopathologiques
pourraient également étre accentuées par le recours a des techniques de suppléances
d’organes telle que I'épuration extra-rénale (EER) [7]. Enfin, I'obtention de concentrations
thérapeutiques au site de l'infection est I'objectif de toute antibiothérapie mais peut étre
rendu complexe en I'absence d’ajustement posologique chez le patient de réanimation.
Un échec du traitement antibiotique entrepris peut étre expliqué par une diffusion altérée de
I'agent anti-infectieux dans le tissu infecté, comme par exemple lors d’une péritonite

secondaire. Ainsi, I'importance d’améliorer nos connaissances sur la pharmacocinétique des



anti-infectieux est un enjeu majeur afin de proposer une posologie optimale et d’assurer leur
efficacité chez les patients de réanimation.

Les changements dus au sepsis ne sont jamais étudiés au cours du développement de
nouvelles molécules. Des études complémentaires et coliteuses sont nécessaires afin de
déterminer la posologie appropriée et d’éviter le risque de dosage inadéquat aboutissant a un
échec thérapeutique. Développer un modeéle animal de choc endotoxinique mimant les
modifications hémodynamiques et endothéliales du choc septique pourrait améliorer la
compréhension des altérations pharmacocinétiques des anti-infectieux induites par la phase
précoce du choc septique. En vue de ses grandes similitudes avec I’'humain [8], un modéle
porcin a ainsi été développé. Si ce modeéle est transposable a I’'Homme, il permettrait de
substituer les essais chez 'Homme et de rechercher en amont de la mise sur le marché les
facteurs affectant la PK de nouvelles molécules étudiées afin de proposer des posologies

adéquates pour cette population.

Ce projet de these a pour but d’évaluer la pertinence du modeéle porcin de sepsis dans sa
capacité a prédire la PK d’anti-infectieux chez 'Homme. Pour ce faire, étudier des molécules
déja connues permettrait de confirmer dans un premier temps sa transposition a I'Homme.
Les échinocandines, traitement de premiére intention, seront donc au centre de ce projet.
Au préalable, des études complémentaires sur des situations a risques chez des patients de
réanimation ont été mises en ceuvre afin d’approfondir nos connaissances sur leur
pharmacocinétique (notamment la micafungine et la caspofungine).

Ainsi, la premiere partie de ce projet de thése portera sur le réle que pourrait jouer les
techniques d’EER sur la PK des échinocandines chez les patients de réanimation. La deuxieme
partie se focalisera sur la diffusion péritonéale de ces antifongiques chez des patients atteint
de choc septique secondaire a une péritonite. Enfin, la troisieme partie se concentrera sur
I’étude de la pharmacocinétique de la micafungine chez le modéle porcin endotoxinique dans

I’objectif de définir si ce modele est transposable au patient septique.



2 Le sepsis et ses altérations PK/PD

Le sepsis est la raison d’admission de 30 % des patients en réanimation [1].
Sa physiopathologie joue un réle fondamental dans I'altération de la pharmacocinétique des
anti-infectieux, responsable notamment d’'un risque de sous ou surdosage associé a

I'inefficacité thérapeutique ou la toxicité du traitement [5].

2.1 Physiopathologie du sepsis

Le sepsis est la résultante d’une réaction exacerbée du systéme immunitaire conduisant a une
modification de la macrocirculation (artéres) et la microcirculation (artérioles, capillaires,
veinules) [9]. On observe notamment une augmentation de la perméabilité vasculaire, traduit
par la perte de la fonction barriere des cellules endothéliales (mort cellulaire et dégradation
des protéines de jonction inter-cellulaire) favorisant une fuite capillaire au niveau des
vaisseaux et la formation d’cedemes. On retrouve également une hypoperfusion des tissus,
suite a la formation de microthrombi dans la microcirculation, aggravée par la vasodilatation
et I’hypotension induites par réponse pro-inflammatoire. L'augmentation de la perméabilité
vasculaire et I’"hypoperfusion tissulaire, responsables d’une hypovolémie associée a une baisse
de la pression artérielle, jouent un role majeur dans la diminution de I’oxygénation tissulaire,
menant a une défaillance d’organe. [10] L'ensemble de ces mécanismes sont illustrés dans la

figure 1.

D’aprés les définitions du 3™ consensus international sur le sepsis [11], Le sepsis se
caractérise par une défaillance d’organe menacant le pronostic vital et causé par une réponse
inappropriée de I’h6te a une infection (bactérienne, fongique ...) comme par exemple une
péritonite ou une pneumonie. Le terme de choc septique est associé a la présence d’un sepsis,
d’'un besoin d’agent vasopresseur suite a une hypotension persistante, ainsi qu’une

hyperlactatémie (> 2 mmol/L), synonyme d’une hypoperfusion tissulaire.
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Figure 1 : Physiopathologie du sepsis. D’apres Augus et Van der Poll, 2013 [10].

NETSs : neutrophil extracellular traps. PAI-1 : activator inhibitor type 1. PAR1 : protease

activated receptor 1. S1P1 : sphingosine-1 phosphate receptor 1. S1P3 : sphingosine-1

phosphate receptor 3. TM : Thrombomoduline. VE cadhérine : vascular endothelial cadherin.

En cas de sepsis ou de choc septique diagnostiqué, il est recommandé de déterminer |'origine

de l'infection (hémoculture) et d’utiliser un traitement (antibiotique, antifongique...) précoce

et a large spectre pour couvrir tous les pathogénes suspectés. Une prise en charge

hémodynamique est également essentielle afin de lutter contre I’hypotension (cristalloides

ou des agents vasopresseurs en fonction de la gravité) [12]. Enfin, des suppléances d’organes

sont également nécessaires en fonction des différents types d’insuffisances d’organes

rencontrées (avec notamment la ventilation mécanique et la thérapie d’EER).



2.2 Base en pharmacocinétique et altérations PK/PD

La condition physiopathologique du patient atteint de sepsis peut engendrer des altérations
de la pharmacocinétique des médicaments administrés, rendant ces derniers potentiellement

inefficaces ou toxiques.

2.2.1 Notions de pharmacocinétique et de relation PK/PD

La pharmacocinétique décrit de I’évolution des concentrations d’'un médicament en fonction
du temps dans un liquide biologique (sang) selon les processus d’absorption, de distribution

et d’élimination (métabolisme et excrétion).

- Absorption

C’est le passage d’'un médicament de son site d’administration vers la circulation générale.
On parle ainsi de biodisponibilité, défini comme étant la fraction de la dose de médicament
administrée qui atteint la circulation générale sous forme inchangée (coefficient de
biodisponibilité F) et la vitesse a laquelle elle I'atteint (constante d’absorption ka).
La biodisponibilité peut étre modulée en fonction de différentes formulations galéniques,

de la vidange gastrique ainsi que du débit sanguin intestinal.

- Distribution
Cette phase décrit le passage du médicament de la circulation générale vers les autres tissus
de I'organisme. Son parametre PK est le volume de distribution (Vd), défini comme étant un
volume fictif dans lequel se distribuerait le médicament de maniére homogéne au sein de
I’organisme. Sachant que dans la circulation générale, le médicament existe sous la forme libre
(forme pharmacologiquement active et diffusible) ou liée (aux protéines plasmatiques
majoritairement, comme I'albumine ou I'acide a 1-glycoprotéine), le volume de distribution
peut étre modulé en fonction de la liaison aux protéines plasmatiques/tissulaires du
médicament (affinité, quantité), du débit sanguin et des passages membranaires des

tissus/organes du médicament (perméabilité, solubilité).



- Elimination
Cette phase traduit les mécanismes mis en jeu afin d’épurer I'organisme du médicament par
des processus de métabolisation (formation de métabolite(s), majoritairement hépatique)
et/ou d’excrétion (sous forme inchangé, majoritairement rénale) lorsque ce dernier est sous
forme libre. Son parameétre PK est la clairance totale (CL:) correspondant au volume
plasmatique total épuré d’un médicament par unité de temps. La clairance totale peut étre
modulée en fonction de la liaison du médicament aux protéines, du débit sanguin et de la

fonctionnalité des systemes d’élimination (fonctions hépatiques et rénales ...).

De maniéere générale, les propriétés physico-chimiques des médicaments (état d’ionisation,
masse molécule, lipophilie, hydrosolubilité) jouent un role clé dans les différentes phases PK.
En simplifiant, on constate deux familles de médicament (en prenant exemple sur des
médicaments administrées par voie intraveineuse (IV), dépourvues de phase d’absorption) :

- Les médicaments hydrophiles : Elles ont un Vd faible, sont majoritairement éliminées

par les reins et ont une pénétration tissulaire faible.

- Les médicaments lipophiles : Elles ont un Vd élevé, sont majoritairement éliminées par

le foie et ont une pénétration tissulaire élevée.

En plus des parametres PK associés a ces phases d’absorption (F), de distribution (Vd) et
d’élimination (CL:), la demi-vie d’élimination (t1/2), est défini comme étant le temps nécessaire
a la diminution de 50 % de la concentration plasmatique. La demi-vie est un indicateur de
persistance du médicament dans I'organisme, modulable en fonction du Vd et de la CL..
D’autres parameétres sont également essentiels afin de caractériser la PK d’'un médicament, a
savoir la concentration minimale (Cmin), la concentration maximale (Cmax) ainsi que I’aire sous

la courbe (ASC), plus communément appelée I'exposition.

La relation PK/PD, quant a elle, établit le lien entre les concentrations du médicament
administré dans 'organisme et I'effet pharmacologique. Dans le cadre des anti-infectieux,
I'effet pharmacologique est confronté a la sensibilité du pathogéne a la molécule étudiée
représentée par la concentration minimale inhibitrice (CMI) [13]. Cette relation PK/PD traduit
la capacité a tuer ou inhiber la croissance des microorganismes. Parmi les anti-infectieux,

il existe trois classes (Figure 2) :



- Temps dépendant (T > CMI) : I'efficacité est associée au maintien des concentrations

au-dessus de la CMI pendant une proportion définie de I'intervalle de dose.

- Concentration dépendant (Cmax/CMI) : I'efficacité dépend du ratio de la concentration

maximale et de la CMI.

- Concentration dépendant et temps dépendant (ASCo-24n/CMI) : I'efficacité dépend de

I’exposition antibiotique, I’ASC (calculée entre 0 et 24h apres administration).
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Figure 2 : Représentation des Cible PK/PD. D’aprés Roberts et al., 2009 [5].
ASC : aire sous la courbe. Cmax : concentration maximale.

CMI : concentration minimale inhibitrice. T : temps.

2.2.2 Altérations PK/PD

Les modifications des parameétres PK des anti-infectieux chez des patients de réanimation
atteint de sepsis sont modulées par des facteurs associés a la molécule et a I'état
physiopathologique du patient (Figure 3). Pour des médicaments administrés en 1V,

on retrouve cing altérations PK principales :

- Augmentation du volume de distribution Vd

La vasodilatation, 'augmentation de la perméabilité vasculaire ainsi que I'administration
d’agents vasopresseurs en réponse a une altération du débit sanguin sont responsables
de I'augmentation du Vd pour les molécules hydrophiles. Des interventions contribuant a
ces phénomeénes peuvent accentuer 'augmentation du Vd, a savoir la mise en place de
ventilation mécanique, de circuit extracorporelle (assistance cardiaque et respiratoire) et
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le drainage post-chirurgical [5]. Contrairement aux molécules hydrophiles, le Vd des
molécules lipophiles est naturellement trés grand et n’est pas significativement
augmentée par ces altérations physiopathologiques. Ainsi, une augmentation du Vd des

molécules hydrophiles se traduit par une diminution des concentrations plasmatiques.

- Altération de la liaison aux protéines

Sachant qu’une molécule est pharmacologiquement active et diffusible sous forme libre,
I'impact d’une altération de la liaison aux protéines peut s’avérer important si la molécule
est fortement liée aux protéines (> 85-90 %). Chez des patients de réanimation, il est
classiguement observé une hypoalbuminémie (< 35 g/L) [14]. Cette hypoalbuminémie,
résultante des fuites capillaires provoquées par l'augmentation de la perméabilité
vasculaire, favorise I'extravasation des fluides et la diminution de la liaison aux protéines
des molécules hydrophiles, soit une augmentation de leur forme libre dans la circulation
plasmatique. Ainsi, pour les molécules hydrophiles fortement liées a I'albumine,
I’hypoalbuminémie induirait une augmentation du Vd et de la CL;, conduisant a une

diminution des concentrations plasmatiques.

- Augmentation de la clairance rénale

L’hypotension, l'augmentation du débit cardiaque et |'usage d’agents vasopresseurs
contribuent a une augmentation du débit sanguin dans de nombreux organes, notamment les
reins, aboutissant a une hyperfiltration glomérulaire s’il n’y a pas d’insuffisance rénale.
Une excrétion rénale est ainsi accrue pour les molécules majoritairement éliminées par les
reins, a savoir les molécules hydrophiles [15]. Ces dernieres ont donc une clairance rénale

augmentée, favorisant la diminution des concentrations plasmatiques.

- Diminution de la clairance rénale

o Insuffisance rénale aigue
L'insuffisance rénale aigue est une complication fréquente en réanimation, particulierement
dans un contexte de sepsis [16]. Les molécules hydrophiles principalement éliminées par voie
rénale sont particulierement impactées par les modifications de clairance rénale. Ce réle serait
d’autant plus important en fonction de la proportion a laquelle la molécule est éliminée par

voie rénale. Des mécanismes adaptatifs sont toutefois mis en jeu en situation d’insuffisance
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rénale pouvant modifier les clairances extra-rénales de ces molécules. Le plus fréquemment,
lors de l'insuffisance rénale aigue, la clairance d’une molécule hydrophile fortement éliminée
par voie rénale diminue et ses concentrations plasmatiques sont augmentées exposant le
patient a un risque de toxicité [17].
o Thérapie d’épuration extra-rénale

Dans le cas d’une insuffisance rénale aigue pour des patients en état critique, le recours a une
thérapie d’EER est fréquemment requis. Les modes de thérapie les plus utilisés sont
I’'hémofiltration veno-veineuse continue, I’hémodialyse veno-veineuse continue et
I’'hémodiafiltration veno-veineuse continue [18]. Plusieurs facteurs associés a ces thérapies
d’EER continues ont été identifiés comme des facteurs influencant potentiellement la PK des
molécules par extraction via les circuits extracorporels ou par adsorption, tels que les
modalités des thérapies utilisées (convection et/ou diffusion), I'aire de surface des
membranes, le site de d’administration des fluides (pré or post-dilution) ainsi que les débits
d’ultrafiltration et/ou de dialyse. Les molécules les plus a méme a étre extraites ou adsorbées
sont hydrophiles, notamment lorsqu’elles ont une faible liaison aux protéines et une forte
clairance rénale [19]. Dans le cadre de thérapie d’EER continue, ces molécules auraient une
clairance augmentée et des concentrations plasmatiques réduites. Finalement, I'étude
SMAART [20] a récemment démontré qu’indépendamment de la thérapie d’EER utilisée, les
concentrations plasmatiques observées n’atteignaient pas les concentrations requises ou
étaient trop élevées, accentuant le risque de toxicité. Ces résultats rendent plus complexe la
prédiction de la pharmacocinétique de ces molécules avec I'usage de ces techniques, ou le
monitorage des concentrations plasmatiques et |'utilisation de logiciels d’aide a la prescription

devient nécessaire [21].

- Diminution de la clairance hépatique

Elle peut étre diminuée en cas d’insuffisance hépatique. Cette derniére est associée a des
atteintes hépatocellulaires, une ischémie hépatique (suite a I’hypoperfusion) ou est
provoquée directement par I’hépatotoxicité d’'un agent pharmaceutique. Dans le cadre d’un
sepsis, il en résulterait une réduction de I'activité des enzymes du métabolisme (comme par
exemple les cytochromes P450) et une altération du débit hépatique. Ces deux phénomenes
conduiraient a la diminution de la clairance hépatique, notamment pour les molécules

lipophiles qui sont fortement extraites par le foie, engendrant une augmentation des
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concentrations plasmatiques [22]. Toutefois, I'évaluation de la fonction métabolique
hépatique est mal appréciée dans les services de réanimation, rendant plus complexe
I'interprétation de la variabilité PK.

D’autre part, est également associée a cette pathologie une réduction de la production
d’albumine, responsable d’une hypoalbuminémie jouant un réle dans I'altération du Vd, de la

CL: et la liaison aux protéines des médicaments.
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Figure 3 : Altérations PK dus au sepsis. D’apres Blot et al., 2014 [22].

ClLrenal : clairance rénale. Vd : volume de distribution.

Chacune de ces altérations PK aboutit a une modulation des concentrations plasmatiques de
I’anti-infectieux en fonction de ses caractéristiques physico-chimiques (notamment sa
lipophilie). Il en résulte une modification plus ou moins importante de I'atteinte de la cible
PK/PD en fonction de la molécule (temps dépendant (T > CMI), concentration dépendant
(Cmax/CMI), ou les deux (ASCo-24n/CMI)) avec un risque accru d’inefficacité ou de toxicité de
I’anti-infectieux administré. Ainsi, le sepsis est source de variabilité accrue dans le devenir des
molécules administrées, aboutissant a des risques de sur ou sous-dosage des anti-infectieux.
A titre d’exemple, 'augmentation fréquemment observée du Vd des molécules hydrophiles
nécessite généralement une augmentation de la dose de charge afin de pallier au risque de

sous dosage de I'anti-infectieux considéré.
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3 Problématique des infections fongiques dans le sepsis

Les infections fongiques sont la deuxiéme cause de sepsis apres les infections bactériennes.
Elles sont notamment a I'origine de 20 % des cas de sepsis, sachant que 17 % sont attribuables

aux Candida spp. [23,24].

3.1 Candida spp. et pathologies associées

Le genre Candida spp. comprend plus de 150 especes, bien qu’une minorité (environ 10 %)
soit impliquée en pathologie humaine [25]. Les levures peuvent étre classifiées en fonction de
leur capacité a produire (comme C. albians) ou non (comme C. glabrata) des filaments,
identifiable en culture sur gélose par des colonies blanches crémeuses. Les Candida spp. sont
des agents commensales saprophytes majoritairement localisés dans les muqueuses
digestives, et retrouvées également dans les muqueuses respiratoires, uro-génitales et/ou sur
la peau de 'Homme. L'espéce Candida la plus fréquemment isolée en pathologie humaine est
Candida albicans, suivi des espéces dites non-albicans a savoir C. glabrata, C. parapsilosis,
C. tropicalis et C. krusei [26].

Le plus souvent, I'infection résultante de ces levures est liée a une contamination endogéne.
En effet, les levures du genre Candida spp. sont des pathogenes opportunistes capable de
passer, sous l'influence de facteurs favorisants et de modification écologiques, du
commensalisme a la pathogénicité. Les levures pourront alors proliférer dans la lumiere
digestive et devenir invasive par translocation lors d’une altération des muqueuses avec la
possibilité de dissémination a distance : on parlera alors de candidoses invasives (Figure 4)
[27]. A titre de définition, ces derniéres regroupent les candidémies (isolement de Candida
spp. a partir d’hémoculture) et les candidoses disséminées/profondes (présence de Candida
spp. au niveau de site normalement stérile). Ces infections peuvent également provenir de
contamination exogéne, bien que plus rare, comme par exemple par contamination des
dispositifs médicaux (cathéters, ...). Les pathologies les plus fréqguemment rencontrées chez
des patients de réanimation sont les candidémies, suivi des infections fongiques intra-
abdominales avec notamment la péritonite secondaire [28—30]. Cette derniére étant définie
par une contamination du péritoine secondairement a une agression (inflammation,
chirurgie...), majoritairement obtenue par perforation du tube digestif ou de I'arbre biliaire.
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Figure 4 : Physiopathologie des candidoses invasives. D’aprées Eggimann et al., 2003 [27].

3.2 Epidémiologie

A I'échelle mondiale, les candidoses invasives sont les infections fongiques les plus
fréquemment observées chez les patients hospitalisées [31]. Entre 250 000 et 750 000
candidoses invasives sont diagnostiquées chaque année [32,33]. L'étude EPIC Il a démontré
que 17 % des adultes admis dans les unités de soins intensifs suite a une infection fongique
étaient attribuables aux levures du genre Candida spp. [24]. Ces derniéeres représentent ainsi
le 4*me agent responsable de septicémie nosocomiale en réanimation [34,35]. L’espéce
Candida est également le 1% ou le 2°™¢ pathogéne les plus fréquemment isolé en cas de
péritonite secondaire, notamment C. albicans [29].

Le taux de mortalité, supérieur aux septicémies d’origine bactérienne [23,31], atteint jusqu’a
60 % [36—38], notamment en cas d’infection intra-abdominale comme par exemple une
péritonite secondaire [28,29,39]. Il a également été démontré que le taux de mortalité des
candidoses invasives est plus élevé en cas d’infection a C. albicans et C. tropicalis
contrairement a une infection a C. parapsilosis, ou le taux de mortalité est le plus faible

[25,33,40].
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3.3 Facteurs de risque

Tout évenement altérant la relation entre I’hote et les Candida spp. est un facteur de risque
pour les candidoses invasives pour des patient de réanimation, tel qu’une durée de séjour
prolongée, un score de gravité élevé lors du diagnostic, un usage antérieur et/ou un retard
dans l'administration d’antifongique, un contréle de la source inadéquat ainsi qu’une
colonisation a des sites multiples des espéces Candida [27,36,38,41]. On y retrouve également
les procédures invasives, a savoir I'usage de cathéter veineux central ainsi que la nutrition
parentérale [40,42,43], |la ventilation mécanique, I'hémodialyse, et la chirurgie abdominale.
Enfin, le risque de ces infections est plus important chez des patients en insuffisance rénale,

diabétique, neutropénique, sous traitement immunosuppresseur ou d’'un age extréme.

3.4 Diagnostic

D’apres les recommandations de 'ESCMID (European Society for Clinical Microbiology and
Infectious Diseases) [3], I’'hémoculture est utilisée afin de confirmer I'hypothése d’une
infection tandis que les biomarqueurs, de I'infirmer.

L’'hémoculture demeure le pilier pour diagnostiquer une candidose [44], cependant,
sa sensitivité est au maximum de 50 a 75 % [45], et le temps d’attente avant I'obtention des
résultats en cas de candidose est de 2 a 5 jours en fonction de I'espece Candida [44].

Les biomarqueurs sont également des outils majeurs afin d’identifier les patients a risque de
développer une infection fongique. Parmi ces biomarqueurs, il y a classiquement le (1-3)-B-D-
glucan (BDG) avec une sensitivité et une spécificité de 77 et 86 % respectivement, dont la
valeur prédictive négative est de 97 % [46,47]. Cependant, le BDG n’est pas spécifique des
Candida spp. et il peut y avoir des faux positifs résultant par exemple d’autres infections,
de l'usage d’antibiotique ou encore d’hémodialyse. On retrouve également comme
biomarqueur la procalcitonine (PCT), les mannanes (anticorps anti-mannanes et CAGTA
(Candida albicans germ tube antibody)) [48], ou encore I’ADN des Candida détectée par
résonnance magnétique (T2MR, T2 magnetic resonance) [49]. Cette derniére méthode,
récemment approuvé par la FDA (Food and Drug Administration) et 'EMA (European
Medicines Agency) a I'avantage d’avoir une durée d’identification inférieure a 5h et une
sensitivité et une spécificité de 91,1 et 99,4 % respectivement [50].
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Plus généralement, le diagnostic de ces infections reste difficile et tardif. Il peut en résulter
une absence ou un retard de traitement antifongique adéquat qui aurait un impact majeur sur

la survie du patient.

3.5 Distribution des especes Candida

L'étude SENTRY [26], qui a recueilli des données provenant de 135 centres médicaux de
39 pays, a étudié la distribution de ces espéces de 1997 a 2016 (Figure 5). Sur cette période,
la tendance globale de distribution de ces espéces place toujours C. albicans en premiere
position (46,7 %), suivi de C.glabrata (18,7 %), C. parapsilosis (15,9 %), C. tropicalis (9,3 %)
et C. krusei (2,8 %). Il a également été constaté une diminution de la proportion de C. albicans
(57,4 a 46,4 %) associée a une augmentation de la proportion des Candida non albicans,
notamment C. glabrata (16 a 19,6 %) et de C. parapsilosis (12,3 % a 14,4 %). Une différence
de distribution entre les régions y est également observée. Ainsi, C. albicans est
majoritairement retrouvé en Europe (52,5 %) par rapport a 'Amérique du Nord (42,7 %),
tandis que C. glabrata I'est majoritairement en Amérique du Nord (24,3 %) comparé a
I’Amérique Latine (7,1 %) ou C. parapsilosis est y principalement retrouvé (24,3 %).

L’augmentation de la proportion des especes non-ablicans a également été observée dans
d’autres études [51-53]. A I'échelle de la France, Sasso et al. [54] a notamment mis en
évidence une variabilité dans la distribution des Candida, avec une diminution de la proportion
de C. albicans (64,3 % a 50,7 %) contre une augmentation pour C. glabrata et C. parapsilosis

(10,6 % a 22,8 % et 2,5 % a 8,2 % respectivement) de 2014 a 2016.
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Figure 5 : Distribution mondiale des espéces Candida au cours du temps (A)

et par région (B). D’apres I’étude SENTRY, Pfaller et al., 2019 [26].
CA : Candida albicans. CG : Candida glabrata. CP : Candida paralsiposis.
CT : Candida tropicalis. CK : Candida krusei.
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4 Traitement des candidoses invasives et problématique de

I’adaptation de posologie en cas de sepsis

Plusieurs études [2,37,55-59] ont mis en évidence qu’un retard dans l'instauration d’un
traitement antifongique adapté est associé a la mortalité des patients en choc septique,
notamment lorsque ce retard dépasse les premieres 24 heures. La nécessité d’établir une

stratégie thérapeutique avec un traitement d’emblée efficace est donc primordiale.

4.1 Les antifongiques

Il existe plusieurs familles d’antifongiques, telles que les échinocandines (anidulafungine,
caspofungine, micafungine), les polyénes (amphotéricine B et dérivés lipidiques), les pyridines
(flucytosine) ainsi que les triazolés (itraconazole, fluconazole, voriconazole). Dans la suite de
cette partie, seuls les antifongiques recommandés, les échinocandines et le fluconazole,

seront présentés.

4.1.1 Les échinocandines

Les échinocandines sont des lipopeptides semi-synthétiques cycliques de structure
apparentée composés de noyaux hexapeptides cycliques identiques mais dont les chaines
latérales different (Figure 6) [60]. Cette différence structurale va influencer les propriétés

pharmacocinétiques et pharmacodynamiques des médicaments.
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Figure 6 : Structures chimiques des échinocandines. D’apres Wagner et al. [61].
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Ces antifongiques sont administrés par perfusion intraveineuse, en vue de leur biodisponibilité
tres limitée (2-7 %) [62]. Le schéma posologique préconisé par le résumé des caractéristiques
du produit (RCP) est constitué : pour I'anidulafungine et la caspofungine d’une dose de charge
de 200 ou 70 mg respectivement, suivi d’'une dose d’entretien de 100 mg par jour pour
I"anidulafungine ou de 50 mg par jour pour la caspofungine. Pour les patients avec un poids
supérieur a 80 kg la dose d’entretien de 70 mg par jour pour la caspofungine est
recommandée. Enfin, la posologie de micafungine préconisée est une dose de 100 mg chaque

jour sans dose de charge. [63—65].

4.1.1.1 Pharmacodynamie des échinocandines

Les échinocandines sont des inhibiteurs non compétitif de la synthése du (1-3)-B-D-glucane,
un composant essentiel de la paroi fongique [66]. Chez les levures, la déplétion en BDG de la
paroi fongique fragilise la paroi et peut mener a la lyse de la cellule fongique. Ce sont des
antifongiques a large spectre avec une activité fongicide contre les especes Candida.
Leur activité est concentration-dépendante et ils ont un effet post-antifongique démontré
[67]. Enfin, leur cible enzymatique n’existe pas chez les mammiféres, ce qui contribue a un
profil de sécurité favorable.

L'indice PK/PD principal déterminant I'efficacité des échinocandines est le ratio ASCo-24n/CMI,
lequel est associé d’aprés I’étude d’Andes et al. [68] a une diminution du compte fongique de
1 log10 a 24h in vivo sur un modele murin. Il varie également selon I'antifongique et selon
I'espéce Candida considéré. Par exemple, le ratio ASCo-2an/CMI pour la micafungine est de
285 (C. parapsilosis), 3000 (toutes les especes Candida) et 5000 (C. non parapsilosis),
ou encore pour la caspofungine de 450 (C. glabrata), 865 (C. albicans) et 1185 (C.parapsilosis)
[68,69]. De plus, les cibles pharmacodynamiques ou CBP (clinical breakpoints) du CLSI
(Clinical & Laboratory Standards Institute) définissant la sensibilité des Candida spp. aux
échinocandines sont de I'ordre de 0,06 — 0,25 mg/L pour les C. non parapsilosis et de 2 mg/L
pour C. parapsilosis [70], traduisant une moins bonne sensibilité de ce dernier aux
échinocandines. Toutefois, aucun CBP n’est défini pour la caspofungine par I'EUCAST
(European Comittee on Antimiocrobial Susceptibility Testing) et la valeur des CBP divergent de
ceux définis par le CLSI pour la micafungine et I'anidulafungine, mettant en évidence un

mangque d’harmonisation entre le CLSI et 'EUCAST.
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4.1.1.2 Pharmacocinétique des échinocandines

Chez des volontaires sains, les concentrations plasmatiques de I'anidulafungine atteignent
I’état d’équilibre aprés la deuxieme dose succédant la dose de charge, tandis que les
concentrations de la caspofungine et de la micafungine I'atteignent autour du 4™¢ et du 6™
jour respectivement, avec des Cmax de 7,2, 12,1 et 9,1 mg/L et des ASC de 110,3, 97,6 et 132,6
mg.h/L.

La structure chimique de I'anidulafungine la rend plus lipophile que les autres échinocandines
(dG au groupes hydroxyl et méthyl des chaines latérales), ce qui va la distinguer davantage.
Sa demi-vie d’élimination est notamment de 40 a 50 h contre 8 h pour la caspofungine et entre
13 et 20 h pour la micafungine. Quant a son volume de distribution, il est de 0,6 L/kg, contre
de 0,3 a 2,0 L/kg et de 0,2 L/kg pour la caspofungine et la micafungine respectivement.
La liaison aux protéines plasmatiques reste trés élevée dans cette classe d’antifongique,
a savoir 99,0 % (anidulafungine), 92,4 % a 96,5 % (caspofungine) et 99,9 % (micafungine).

L’anidulafungine ne subit pas de métabolisme hépatique, mais elle est dégradée dans le sang
de maniéere spontanée et excrétée par les féces via la bile. N'étant pas retrouvée dans les
urines, sa clairance rénale est négligeable. La caspofungine, elle, est métabolisé par hydrolyse
et N-acétylation ou par dégradation spontanée non hépatique. Au bout de 27 jours, 75 % de
la dose administrée est retrouvée dans les urines (40 %) ainsi que dans les féces (35 %),
traduisant l'implication d’une clairance hépatique et rénale. Enfin, la micafungine est
métabolisée par les enzymes arylsulfatase et catéchol-O-méthyl-transférase mais également
par des isoenzymes du cytochrome P450, bien que ces derniéres ne soient impliquées que
minoritairement. Apres 28 jours, 83 % de la dose administrée est excrétée, indiquant une voie
d’élimination hépatique majoritaire (71 % retrouvées dans les féces contre 12 % dans les
urines). Ainsi, 'ensemble de ces mécanismes de métabolisation et d’excrétion se traduisent
par une clairance totale de 1,05 L/h pour I'anidulafungine, de 0,70 L/h pour la caspofungine

et de 0,84 L/h pour la micafungine. [71-77].

Il a toutefois été indiqué en cas d’insuffisance rénale ou de dialyse qu’un ajustement

posologique n’est pas nécessaire pour les échinocandines [63-65]. Cependant, pour des
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patients avec une insuffisance hépatique modérée, la dose de maintien de la caspofungine

devrait étre réduite a 35 mg par jour suite a une dose de charge de 70 mg [78].

De plus, la polymédication des patients des unités de soins intensifs est un risque important
d’interaction médicamenteuse. Toutefois, les échinocandines ont un profil d’interaction
favorable [79], et I'anidulafungine et de la micafungine ne sont pas victimes d’interaction
médicamenteuse. Cependant, L'’ASC de la caspofungine peut étre diminuée en cas
d’administration simultanée avec des inducteurs du métabolisme tels qu’efavirenz,
névirapine, rifampicine, dexaméthasone, phénytoine ou carbamazépine [80]. En présence de
ces inducteurs, il peut étre envisagé d’augmenter la dose d’entretien a 70 mg par jour apres

la dose de charge [64].
4.1.2 Le fluconazole, chef de file des triazolés

La famille des antifongiques azolés est caractérisée par leur noyau azole. En fonction du
nombre d’atome d’azote sur ce dernier, cette famille est divisée en deux classes : les
imidazoles (deux atomes) et les triazoles (trois atomes). Cette différence structurale apporte
aux triazolés une meilleure spécificité de la liaison des antifongiques a leur cible, notamment
avec la présence d’un cycle phényl halogénée. Le fluconazole est un triazolé de premiere
génération. Il comporte deux noyaux triazolés, responsable d’une plus grande hydrosolubilité
par rapport aux autres triazolés (Figure 7) [81,82].

.
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Figure 7 : Structure chimique des triazolés. D’apres Ostrosky-Zeichner et al. [82].
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Le fluconazole peut étre administré en perfusion IV ou par voie orale, en raison de son
caractere hydrosoluble comparé aux autres triazolés et de sa biodisponibilité élevée (> 90 %).
Par voie IV, le schéma posologique recommandé par le RCP est une dose de charge de

12 mg/kg (800 mg) suivi d’une dose d’entretien de 6 mg/kg (400 mg) par jour [83].

4.1.2.1 Pharmacodynamie du fluconazole

Le fluconazole, comme les autres azolés, est un inhibiteur de la lanostérol 14a-déméthylase,
appelée plus communément Ergll ou CYP51, enzyme responsable de la formation
d’ergostérol qui est indispensable dans la membrane des cellules fongiques. Chez les levures,
il en découle une altération de la membrane plasmatique avec une accumulation de composés
toxiques. Le fluconazole a une activité concentration dépendante et fongistatique, c’est-a-dire
gu’il va inhiber la croissance des levures sans pour autant les éliminer. C'est un antifongique
actif sur la plupart des espéces Candida, notamment sur C. albicans. Cependant, C. krusei y est
intrinsequement résistant et C. glabrata y est intrinsequement peu sensible. De plus,
Le fluconazole est bien toléré. Toutefois, une inhibition de I'isoenzyme 51 du cytochrome P450
(CYP51) chez 'Homme pourrait jouer un role dans le risque d’hépatotoxicité. Enfin,
son efficacité est déterminée en fonction du ratio ASCo-24n/CMI > 100 [96,97] sachant que les
CMI sont du méme ordre de grandeur pour les especes sensibles, avec des CBP de sensibilité
de 2 mg/L pour les espéces sensibles (C. ablicans, C. parapsilosis, C. tropicalis) et de 32 mg/L

pour I'espece C. glabrata [70].

4.1.2.2 Pharmacocinétique du fluconazole

Chez des volontaires sains, les concentrations du fluconzaole a I’état d’équilibre sont atteintes
dés le 21¢me jour grace a la dose de charge. Avec une dose journaliére de 800 mg, I’ASCo-24n est
de 608 mg.h/L avec une Cmax de 33,6 mg/L a I'état d’équilibre [86].

Contrairement aux échinocandines, le fluconazoles a une faible liaison aux protéines (12 %).
C’est également une molécule avec le méme degré de lipophilie que I'anidunafungine, avec
un volume apparent de distribution proche du volume d’eau corporelle totale (0,6 — 0,7 /kg).
Proportionnellement a ce dernier, le fluconazole a une demi-vie d’élimination d’environ

30 heures.
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Le fluconazole est majoritairement éliminée par voie rénale, a hauteur de 60 a 80 %.
Le processus d’élimination rénal consiste en deux phénomenes: une forte filtration
glomérulaire attribuée a sa faible liaison aux protéines, ainsi qu’une réabsorption tubulaire
importante qui est associée également une longue demi-vie d’élimination. Le fluconazole
n’est que faiblement métabolisée, avec 11 % de la dose administrée retrouvée sous forme de
métabolites dans les urines. Ainsi, la clairance totale du fluconazole est d’environ 1,17 L/h

avec une clairance rénale d’environ 0,88 L/h [83,87].

La clairance totale du fluconazole étant proportionnelle a la clairance de la créatinine. Dans le
cadre d’une insuffisance rénale avec une clairance de la créatinine < 50 ml/min, une réduction
posologique est nécessaire. Un risque de sous-dosage est également possible lorsqu’un
patient est sous hémodialyse : une séance de 3 heures permet de diminuer d’environ 50 %

des concentrations plasmatiques.

De plus, la co-administration avec la rifampicine (inducteur fort du CYP3A4) réduit I’ASC du
fluconazole de 25 % et sa demi-vie de 20 % malgré son faible métabolisme. Une augmentation
de la dose du fluconazole devrait étre considérée chez les patients recevant la rifampicine

[83,88,89].

4.2 Résistance aux antifongiques

Les cellules fongiques sont constituées d’'une paroi (principalement composés de glucanes,
chitine et mannanes), reposant sur une membrane plasmique riche en lipide (majoritairement
I’ergostérol) ainsi qu’en protéine impliquée dans la signalisation cellulaire, le transport ou
encore dans la synthéese de la paroi fongique (comme la (1-3)-B-D-glucane synthase) [90,91].
Les Candida, notamment C. albicans, sont également capables de former un biofilm afin de
coloniser plus facilement certaines surfaces [92,93].

La résistance aux antifongiques est associée a une augmentation de la CMI d’un antifongique
pour un organisme donné, indépendamment de sa capacité a survivre a des concentrations
supérieures a la CMI [94]. Elles sont médiées par des anomalies génétiques (mutations, ...)

affectant la paroi ou la membrane des cellules fongiques [95].
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Pour les azolés comme le fluconazole, le principal mécanisme de résistance est une
surproduction de protéines de transports, favorisant ainsi la diminution intracellulaire
d’antifongique par un mécanisme d’efflux [96]. Pour les échinocandines, cependant,
il concerne I'altération de leur enzyme cible, la (1-3)-B-D-glucane synthase (notamment au
niveau des sous-unités catalytiques FKS1 et/ou FKS2) [97], rendant ainsi la cellule fongique

insensible aux échinocandines. La cible de ces antifongiques sont illustrés en figure 8.

Azolés Echinocandines

Azolé Fluconazole

Figure 8 : Représentation des mécanismes de résistance des antifongiques.

D’aprés Cowen et al. [95].

De plus, les levures en biofilm possedent une concentration membranaire plus faible en
ergostérol, ce qui expliquerait la moindre activité des antifongiques azolés (dont la cible est
I'enzyme 14a-lanostérol déméthylase qui synthétise I'ergostérol) contrairement aux
échinocandines [98,99]. Il a également été montré un effet paradoxal in vitro de la
caspofungine principalement pour C. albicans [100], avec une croissance des levures en
présence de concentrations d’antifongiques supérieures a la CMI [101]. Toutefois,
ces résultats n‘ont pas été formellement démontrés in vivo. De plus, I'étude SENTRY [26]
souligne une augmentation de la résistance de C. glabrata et C. tropicalis aux échinocandines
et au fluconazole. D’autres études [102-105] ont également mis en évidence que les
candidoses abdominales étaient le réservoir de I'’émergence de la résistance de C. glabrata
aux échinocandines, associée aux faibles concentrations d’antifongiques dans les tissus cibles.
Le développement de ces résistances ainsi que la formation de biofilm serait associé aux choix

des traitements ainsi que leur usage croissant [106—109].
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La détection de sensibilité ou de résistance des souches est possible par détermination des
CMI. Le CLSI et I'EUCAST ont ainsi défini des CBP ainsi que des seuils épidémiologiques (ECV,
epidemiological cutoff values) spécifiques d’un couple levure/antifongique donné. Les CBP
permettent d’identifier les isolats susceptibles de répondre au traitement, notamment les
isolats sensibles, intermédiaires et résistants. Concernant les ECV, ils sont utilisés afin de
discriminer les souches « sauvages » des « non sauvages » (ayant développés des mécanismes
de résistance), soit de suspecter des mécanismes sans pour autant les confirmer ni les
caractériser. CBP et EVC ont été revisités en 2012 dans |'objectif d’augmenter la sensibilité de
détection des souches résistantes [110-112]. La comparaison en clinique du CBP a I'EVC est
essentielle afin de caractériser la sensibilité des souches et leur probable résistance [70],

imposant ou non un changement d’antifongique pour une thérapie optimale.

4.3 Recommandations officielles et particularité du contexte de sepsis

Différentes stratégies thérapeutiques peuvent étre mises en place dans le contexte d’une
candidose invasive, a savoir les traitements prophylactique, pré-emptif, empirique et ciblé.
Ces stratégies dépendent de la probabilité de survenue de I'infection fongique chez le patient
ainsi que la présence ou non de facteur de risque, de signes cliniques ou de preuve
microbiologique. Ainsi, le traitement prophylactique est proposé pour les patients a risque
(suite a un acte chirurgical par exemple) ayant une faible probabilité d’infection, dont le but
est de prévenir de I'infection. Les traitements pré-emptif et empirique sont quant a eux utilisés
chez des patients présentant des facteurs de risques et des signes cliniques ou biologiques
associés aux candidoses invasives (fievre, sepsis, résultat positif au BDG, ...) ol I'on suspecte
I'infection. Enfin, le traitement ciblé s’adresse aux patients dont l'infection est prouvée

(hémoculture).

4.3.1 Recommandation dans le traitement des candidoses invasives

Depuis plusieurs années, des sociétés savantes comme I'ESCMID, I'IDSA (Infectious Diseases
Society of America) ou encore la SLRF (Société de Réanimation de Langue Francaise)
[3,4,113,114] ont établi des recommandations pour la prise en charge des candidoses

invasives (illustrées en figure 9). En raison d’un profil de toxicité favorable et de leur action a
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large spectre, les échinocandines sont recommandés en tant que traitement empirique de
premiére intention chez les patients neutropéniques ou non. lls sont également recommandés
en traitement prophylactique chez les patients non critiques mais avec un faible niveau de
preuve. Le fluconazole est également proposé en traitement prophylactique en alternative
aux échinocandines pour les patients non critiques n’ayant pas été exposés au préalable a un

azolé.

Sepsis + candidose invasive suspecté

Traitement empirique

Aprés 10 jours si patient stable,
espece sensible et voie orale possible

Désescalade au

Echinocandines

fluconazole

Traitement v
antifongique
poursuivi au

Surveillance :

moins 14 jours emgculture/jo g

apres négativation
des hémocultures

Figure 9 : Recommandations de I’'ESCMID 2012 [3].

L’administration d’un traitement précoce et adapté est essentielle dans la survie du patient.
Toutefois, en vue de I'état physiopathologique et de la prise en charge (hémodynamique,
suppléances d’organes) du patient de réanimation, I'efficacité du traitement peut étre altérée
avec des risques accrus de sous ou surdosage. En fonction des propriétés des traitements,
un ajustement posologique serait probablement nécessaire afin de conserver leur efficacité.

Un récapitulatif de leurs caractéristiques PK est présenté dans le tableau 1 ci-dessous.
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Anidulafungine Caspofungine Micafungine Fluconazole
Dose 200 70 800
de charge me me i me
Dose 100 mg 50 mg 100 mg 400 mg
d’entretien 70 mg si > 80 kg
ASCo.24n (mg.h/L) 110,3 97,6 132,6 608*
Cmax (mg/L) 7,2 12,1 9,1 33,6*
vd (L/kg) 0,6 0,3-2,0 0,2 0,6-0,7
CL:(L/h) 1,05 0,70 0,84 1,17
ti2 (h) 40-50 8 13-20 30
Liaison aux 99,0 92,4 -96,5 99,9 12
protéines (%)
Métabolisme Hépatique Hépatique Hépatique
Dégradation + Dégradation (+/- CYP) (+/- CYP)
spontanée spontanée
Elimination Féces Féces et urine Féces Urine

Insuffisance
hépatique

Insuffisance
rénale et dialyse

Interaction
médicamenteuse

Modéré :
Dose d’entretien de
35mg

Certains inducteurs

du métabolisme** :

Dose d’entretien de
70 mg

Insuffisance :
réduction de
dose
EER : dose
doublée
Rifampicine :
Augmentation de
dose

Tableau 1 : Posologies standards, caractéristiques PK et adaptations posologiques des

principaux antifongiques prescrits en cas de candidoses invasives.

Les profils PK sont obtenus a I’état d’équilibre chez des volontaires sains. Pour le fluconazole

(*), ASCo-24n et Cmax ONt été obtenu suite a des doses journalieres de 800 mg.

Pour la caspofungine (**), les inducteurs du métabolisme sont les suivants : efavirenz,

névirapine, rifampicine, dexaméthasone, phénytoine et carbamazépine.
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4.3.2 Schéma posologique des antifongiques en cas de sepsis: des

adaptations nécessaires ?

Comme défini jusqu’a présent, le sepsis est un risque majeur dans l'altération PK des
antifongiques. Les antifongiques recommandés, les échinocandines et le fluconazole, ont des
comportements distincts en fonction de leurs caractéristiques physico-chimiques. De maniére
générale, échinocandines et fluconazole sont des molécules hydrophiles, c’est-a-dire qu’ils se
distribuent majoritairement dans le secteur vasculaire, avec des Vd caractéristiques inférieurs
ou égal au volume d’eau corporelle totale (0,6 L/kg). Toutefois, en plus d’avoir des voies
d’élimination différentes, la liaison aux protéines plasmatiques du fluconazole est beaucoup

plus faible (12 %) que les échinocandines (au moins 95 %).

Dans le cadre d’un sepsis, I'ensemble de ces caractéristiques PK permettent de supposer une
augmentation de leur Vd ainsi qu’une augmentation de leur CL: en I'absence de défaillance
d’organe, ou a l'inverse, une diminution de la CL: en présence de défaillance. La modulation
de ces parameétres pourrait étre accentuée en raison de I'hypoalbuminémie résultante du
sepsis, notamment pour les échinocandines.

La mise en place d’une thérapie d’épuration extra-rénale en cas d’insuffisance rénale pourrait
également altérer la PK de ces antifongiques. Cela a déja été démontré pour le fluconazole
[115]. Concernant les échinocandines, bien que leur voie principale d’élimination differe, une
altération de leur PK pourrait s’expliquer par une fraction libre plus importante favorisant une
excrétion rénale.

Ainsi, chez des patients atteints de sepsis, on s’attendrait a des variations importantes des
concentrations plasmatiques, engendrant des risques accrus de sous-dosage ou de surdosage
(dans le cadre d’une défaillance d’un organe épurateur) responsable d’échec thérapeutique

ou de toxicité.

Différentes études ont démontré une réduction significative des concentrations plasmatiques
des échinocandines chez des patients de réanimation [116—118]. L'étude DALI [6] a également
mis en exergue une grande variation PK des échinocandines et du fluconazole, ou notamment
33 % des patients traités au fluconazole n’atteignait pas la cible PK/PD en utilisant les doses

recommandées, soulignant l'importance d’optimiser la posologie chez ces molécules.
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Les travaux de Muilwijk et al. [62] concluent par ailleurs a la nécessité d’étudier de fagon plus
approfondie la PK des antifongiques afin d’optimiser leur utilisation chez les patients de
réanimation.

Les thérapies d’épuration extra-rénale, tres fréquemment utilisées en réanimation,
pourraient également étre a I'origine d’une partie de cette variabilité PK. L'étude SMARRT
[20], qui a étudiée la PK d’antibiotiques, a pu le confirmer chez des patients en choc septique
bénéficiant d’EER, concluant comme I’étude de Muilwijk [62] le besoin d’approfondir nos
connaissances sur la PK de ces molécules. Des études similaires sur les échinocandines
permettraient d’évaluer leur PK chez des patients de réanimation sous épuration extra-rénale
et de confirmer ou non la nécessité d’ajustement posologique dans cette population.

D’autre part, peu d’informations sont actuellement disponible sur la pénétration des
échinocandines dans certains tissus, notamment la cavité péritonéale, site d’infection
fréquent des Candida spp. dans le cadre d’une péritonite secondaire. Connaitre ce degré de
pénétration permettrait d’évaluer si la cible PK/PD des antifongiques est atteinte au site de

I'infection, et par extension, si le traitement nécessite un ajustement posologique.

S Apport de la modélisation PK

La variabilité PK constitue une limite importante pouvant conduire a un échec thérapeutique.
La modélisation par une approche de population se révele étre un outil indispensable dans la
caractérisation de cette variabilité [119,120]. Ainsi, utiliser des modeles de population
permettrait de déterminer des posologies adéquates chez des populations a risque [121],
notamment chez des patients en choc septique dans ce cas précis. La pharmacocinétique de
population est d’ailleurs recommandée par la FDA pour I'obtention de I'autorisation de mise

sur le marché d’un médicament (AMM) [122].
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5.1 Les différentes approches d’analyse PK

Lors du développement préclinique et cliniqgue du médicament, différentes approches
permettent de caractériser les phases PK d’'une molécule : I'analyse non compartimentale

(modeéle indépendant) et I'analyse compartimentale (modele dépendant).

L’analyse non compartimentale est purement descriptive, et permet d’estimer rapidement et
simplement les parameétres PK du médicament a partir du calcul de I’ASC par la méthode des
trapezes. Toutefois, le calcul de I'ASC est directement dépendant du nombre de points
expérimentaux. L’analyse non compartimentale demeure ainsi sensible a la fréquence et a la
durée de prises d’échantillons par le protocole expérimental. De plus, elle ne tient pas compte
de la variabilité interindividuelle et ne permet pas de prédire I'évolution des concentrations

dans le temps.

L’analyse compartimentale permet quant a elle de décrire et de prédire la PK d’'une molécule
chez un individu (analyse PK individuelle) ou une population (analyse PK de population,
ou PKpop). Des modeles PK plus complexes permettent également de prendre en compte les
processus physiologiques de I'individu ou de la population étudiée (PBPK, physiologically

based pharmacokinetic).

5.1.1 Concept de la modélisation PK

Les modeles PK sont construits a partir de compartiment, défini comme étant un espace
virtuel dans lequel la molécule est distribuée de maniére homogéne et instantanée.
Un modele peut étre constitué de plusieurs compartiments, reliés entre eux par des
constantes de transferts traduisant les vitesses d’échanges entre ces derniers. Le nombre de
compartiments et leur enchainement les uns par rapport aux autres sont choisis de fagon a
pouvoir décrire le plus possible les données observées. De maniere générale,
en pharmacocinétique, un modeéle est composé de 1 a 3 compartiments, sachant que le
compartiment central représente classiquement la circulation générale et les tissus ou
organes fortement perfusés (foie, reins), tandis que les compartiments dits périphériques,

dont les cinétiques different, représentent les tissus plus faiblement perfusés (muscles,
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peaux...) [123]. Ainsi, la présence de compartiments périphériques indique que I’équilibre
entre les concentrations systémiques et périphériques est atteint plus lentement. Ce délai est
explicité par des constantes de transferts, illustrant des mécanismes biologiques associés au
passage de la molécule de la circulation générale a d’autres tissus ou organes moins perfusés.

La figure 10 ci-dessous présente un exemple simple d’'un modéle a 2 compartiments.

v

]

1

1

\ 4

kep

Compartiment > Compartiment
central périphérique

-»

Volume Vc

|

Figure 10 : Représentation schématique d’'un modele a 2 compartiments

Volume Vp

avec une administration IV.
kep : constante de transfert du compartiment central vers le compartiment périphérique.
koc : constante de transfert du compartiment périphérique vers le compartiment central.

ke : constante d’élimination.

La variation de quantité de principe actif dans chaque compartiment est décrite par une
équation différentielle associant les entrées et les sorties de matiére. Dans ces modéles, la
vitesse de transfert des molécules d’'un compartiment a l'autre est classiquement
proportionnelle a la quantité du médicament présent dans le compartiment en amont
(cinétique d’ordre 1). Le systéme d’équations différentielles régissant le modéle a

2 compartiments est le suivant :

dQc

W: —kaXQC+ kpCXQp—keXQC
dQp

dt = kchQC_kchQp

Avec Qc et Qp, les quantités de médicament des compartiments central et périphérique

respectivement.
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Toutefois, les vitesses de transfert des molécules peuvent également représenter des
processus physiologiques particuliers tels que la diffusion active a vitesse constante (cinétique
d’ordre 0) ou des processus de saturation d’enzymes ou de transporteurs (cinétique de type
Michaelis-Menten). Ainsi, une cinétique d’ordre 1 correspond a un état de non saturation des

enzymes ou transporteurs prenant en charge le médicament.

5.1.2 Analyse PK individuelle versus analyse PK de population

L’analyse PK individuelle est avant tout utilisée lors du développement préclinique et lors de
la phase | du développement clinique afin de décrire la PK de la molécule pour une espéce
donnée (préclinique) ou chez des volontaires sains (phase | clinique). Elle permet de
caractériser la PK d’un petit groupe de sujet selon une approche en deux étapes. La premiére
étape est la détermination par régression non linéaire des paramétres individuels a partir des
concentrations individuelles mesurées. La seconde étape est I'étude statistique de ces
parametres individuels, afin d’en déterminer moyenne, variance et covariance de ces
parameétres PK de cette population. Il s’agit d’'une méthode simple qui permet également de
tester I'influence de caractéristiques individuelles. Toutefois, la variance est surestimée par le
fait qu’elle contient a la fois la variabilité interindividuelle et résiduelle.

L’analyse PK individuelle est idéale dans le but de décrire la PK d’une molécule, et peut étre
utilisée pour étudier différentes posologies dans le cas d’une analyse modele dépendant.
Cependant, elle comprend des limites notables. Elle nécessite de disposer de nombreux
prélevements par patient et ne permet pas de caractériser les différentes variabilités

interindividuelles et résiduelles.

L’analyse PK de population, présenté pour la premiéere fois par Sheiner et al. [124,125], permet
de modéliser la PK d’'une molécule en estimant en une seule étape les parametres PK moyens
et la variabilité qui leur est associée. Grace a cette approche, tous les individus sont analysés
simultanément ce qui permet d’inclure des individus avec des données éparses.

La PKpop est donc parfaitement adaptée a I'analyse de données d’essais cliniques ou le
nombre de prélevements par individu est souvent limité avec un schéma d’administration et
de préléevement variable d’un individu a I'autre. Elle permet notamment d’étudier la PK d’'une

molécule dans des populations spécifiques (pédiatrie, gériatrie, etc) pour lesquelles les études
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PK classiques ne sont pas possibles, associées a des protocoles stricts et nécessitant un
nombre élevé de prélevement sanguin. La PKpop permet également de mettre en évidence
des caractéristiques individuelles capables d’influencer I'efficacité du traitement et
d’identifier des sous-populations a risques (sous ou surexposé) pour lesquelles un ajustement

posologique serait nécessaire.

Un récapitulatif des différences entre analyse PK individuelle et de population est illustré dans

le tableau 2 ci-dessous.

Analyse PK individuelle Analyse PK de population
Echantillon Peu d’individus (ex : n = 6) Beaucoup d’individus (ex : n = 60)
Population Homogene Hétérogene (population cible)
Préldvement Elevé (n = 6-20) Variable (n = 1-10)
par sujet (donnes riches) (possibilité de données éparses)
Protocole de ) , L, L, L,
Identique d’un sujet a I'autre Peut varier d’un sujet a l'autre
recueil
Période du

Préclinique (in vitro, animaux) et

développement Clinique de phase II, lll et IV (patients)

Clinique de phase | (volontaires sains)
du médicament

— g Description, prédiction,
Objectif Description, prédiction

optimisation posologique

Tableau 2 : Comparaison entre la PK individuelle et la PK de population.

5.1.3 Modélisation PBPK

Contrairement a |'approche compartimentale individuelle ou de population, chaque
compartiment du modele PBPK représente classiquement un organe (ou un ensemble

d’organes dont la perfusion est similaire) et les constantes de transferts représentent des
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débits sanguins (Figure 11) [126]. Un modele PBPK est constitué de deux composantes
majeures : une composante biologique associée a |'espéce étudiée (volume et poids de
I’organe) et une composante physico-chimique de la molécule étudiée (lipophilie, coefficient

de partition tissu/plasma, etc).
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Figure 11 : Représentation schématique d’un modele PBPK constitué de 12 compartiments.

A

<

CL : clairance. Q : débit sanguin. TGI : tractus gastro-intestinal.

La PBPK présente de nombreux avantages. Elle permet de décrire la distribution des
médicaments dans chaque organe ainsi que de tester la validité des processus d’absorption,
de distribution et d’élimination du médicament étudié. Elle permet également I'extrapolation
de dose inter-espéce en plus de limiter le sacrifice d’animaux au cours des études

expérimentales [127]. Une extrapolation inter-espece est possible si I'on considere que
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I’'anatomie et la physiologique des deux espéces sont proches. Ainsi, un simple changement
des parametres physiologiques est nécessaire.

Toutefois, I'utilisation de modéle PBPK est avant tout limitée par la quantité d’information
requise (données, parameétres, connaissances). Ce type de modeéle est toutefois tres
intéressant lorsque ces données sont disponibles. Il existe d’ailleurs différents logiciels
regroupant des données sur différentes espéces (humaine, souris, rat, singe, ou encore le
miniporc [128,129]) permettant d’élaborer des modeles PBPK comme Simcyp®, GastroPlus®

et PK-Sim®.

5.2 Modélisation PK par analyse de population

En vue des contraintes de I'analyse PK individuelle et des modeéles PBPK (protocole strict,
nombre de prélevement élevé, quantité et disponibilité des données nécessaire a
I’élaboration d’un modéle PBPK), il a été choisi dans ce sujet de thése d’étudier la PK des
molécules étudiées selon une analyse PK de population.

La PKpop repose sur l'utilisation de modeles pharmaco-statistiques non linéaires a effets
mixtes, capables d’estimer des parameétres PK moyens ou parameétres de populations (modele
structurale, effets fixes) identiques pour un groupe d’individu et de caractériser les variabilités
interindividuelles et résiduelles (modele d’erreur, effets aléatoires). La conception d’un
modele de PKpop se divise en plusieurs étapes, a savoir la détermination des meilleurs
modeles structuraux et d’erreur, dont les choix seront établis a partir d’arguments graphiques

et statistiques, ainsi qu’une étape de validation.

5.2.1 Modeéle structural

La premiére étape de la construction d’un modéle de PKpop est de déterminer la structure
pharmacologique du modele. Il s’agit classiquement de décrire les concentrations d’un
médicament en fonction du temps selon une structure compartimentale, dont les principes
ont été illustrés dans la partie 5.1.1. Les parametres de la structure compartimentale sont les

effets fixes, comme par exemple le volume de distribution et la clairance du médicament.
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5.2.2 Modéle d’erreur

La deuxieme étape correspond au choix du modeéle d’erreur. Il permet de caractériser les

variabilités interindividuelle et résiduelle (effets aléatoires).

La variabilité interindividuelle quantifie I’écart entre la valeur du parametre PK d’un individu
a celui de la population. Cette variabilité peut également étre expliquée en partie par des
caractéristiques individuelles (facteurs démographiques, génétiques, environnementaux,
physiopathologiques, etc) appelés covariables des parametres PK. Si une covariable est

retenue dans le modele final, elle va permettre de réduire la part inexpliquée de la variabilité.

La variabilité résiduelle correspond a la variabilité non expliquée par le modele telle que les
erreurs de mesure, les erreurs du modele, les erreurs de renseignement (doses, temps
d’administration) ou encore la variabilité inter-occasion (si cette derniére ne peut pas étre
explicitement modélisée). Elle quantifie I'écart entre la valeur prédite par le modele et la

valeur observée pour un individu.

Enfin, la variabilité interindividuelle est généralement décrite par des modeéles exponentiels
tandis que la variabilité résiduelle est couramment décrite par de modeles additif (constant)
et multiplicatif (proportionnel).

Concernant les covariables, plusieurs facons permettent d’évaluer leur influence sur les

parametres PK. Le modeéle le plus couramment utilisé est le suivant :

. . covariable;, i, B
Parametre PK;,4;,, = Parametre PK,,, X ( )

covariable;qiane
5.2.3 Choix du mode¢le et estimation des paramétres

Les modeles structural et d’erreur doivent décrire au mieux les données expérimentales en

utilisant un minimum de parameétres et de complexité selon le principe de parcimonie.
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L'estimation des parametres PK est possible selon deux types d’approches, I'approche
paramétrique (supposant une distribution normale des parametres PK) et non-paramétrique
(dispensée de toute hypothese sur la distribution des paramétres). Chacune de ces approches
vise a déterminer par des méthodes du maximum de vraisemblance si les valeurs prédites par
le modele des parametres PK sont les plus vraisemblables, c’est-a-dire les plus proches
possibles des parameétres observés. L’estimation des parameétres en une seule étape se fait de
maniere itérative et au moyen d’approximations successives. Différentes méthodes
d’approximation ont été développées depuis la conception de la PK de population. Il y a par
exemple la méthode NPAG (non parametric adaptive gird) utilisée par le logiciel Pmetrics®
pour l'approche non-paramétrique [130,131], ou encore la méthode SAEM (stochastic
approximation expectation maximization) utilisée sur le logiciel Monolix® pour I'approche

paramétrique [132,133].

Un modele ayant un maximum de vraisemblance revient a minimiser le -2 x log likelihood, plus
communément appelée fonction objective (FO). Le choix du meilleur modele structural et
d’erreur se fait par comparaison des FO a condition que les modeles soient emboités (deux
modeles sont dits emboités si I'un peut étre considéré comme un cas particulier de I'autre).
Ainsi, une diminution significative de la FO (test de khi-deux, risque a =5 %, degré de liberté
= A du nombre des parametres estimés) permet de renseigner sur la qualité de I'ajustement
de lI'estimation des parametres. Dans le cas de modeéles non emboités, d’autres critéres
calculés a partir de la FO sont comparés, comme par exemple I'AIC (Akaike information
criterion) ou encore le BIC (bayesian information criterion) [134,135].

Dans un contexte ou des covariables physiologiquement plausibles sont étudiées, la recherche
du meilleur modele devient plus complexe et une méthode de sélection ascendante et
descendante est nécessaire, ol la comparaison des FO est évaluée par le test du khi-deux pour

des risques a =5 % puis 1 % respectivement.

En plus de la FO, d’autres éléments permettent d’apprécier I'ajustement des données. Il y a
notamment les graphes diagnostics comme par exemple la représentation des concentrations
prédites en fonction des concentrations observées. Ces graphes diagnostics, illustrés dans la
figure 12, permettent d’évaluer les capacités prédictives du modele en appréciant I'écart

entre la droite d’identité et la droite de régression, le biais (moyenne des écarts entre
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concentrations observées et prédites) et la précision du modele (moyenne des carrés des
écarts entre concentrations observées et prédites). Enfin, la prédiction des paramétres PK est
évaluée en considérant leur erreur standard relative (RSE, relative standard error). Un

parameétre PK est bien estimé si le RSE est < 50 %.

— = [s) Fa

R-squared = 0.546 s R-squared = 0.836
Inter = 0.435 (95%ClI -gh2ag 40 0.899) Inter = 0.42 (95%CI 0.185 to £.655) o
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Concentrations prédites de la population (mg/L) Concentrations prédites individuelles (mg/L)
Figure 12 : lllustration de graphes diagnostics obtenu sur Pmetrics®.
Cercles bleus : concentrations observées. Droite discontinue : droite d’identité.

Droite continue : droite de régression.

5.2.4 Validation

La derniére étape est la validation du modeéle PK [136,137]. Le but de cette étape est de
confronter les capacités prédictives du modeéle a un jeu de données. Ce jeu de données peut
étre celui utilisé pour concevoir le modéle (validation interne), ou alors un jeu de données non
utilisé dans le développement du modele (validation externe). Cette derniére est la méthode
la plus robuste, bien que plus compliquée a utiliser en étude de PKpop a cause des faibles
effectifs rencontrés. La validation interne peut étre basée sur des ré-échantillonnages du jeu
de données (« bootstrap ») suivi d’une re-estimation. Plus généralement, les deux procédés
de validation (interne et externe) sont classiquement basés sur le diagnostic graphique du
modeéle. Il y a notamment le VPC (visuel predictive check), qui consiste a simuler des données

a partir du modele final et a les comparer aux données observées, ou encore le graphe des
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NPDE (normalized prediction distribution error), qui permet, avec divers tests statistiques
(test de Student, test de Fisher, test de Shapiro-Wilk et correction de Bonferroni),

de démontrer la normalité de distributions des résidus [137,138].

5.2.5 Usage des modéles PK de population

Les modeles de PKpop sont utilisés pour leur valeur prédictive chez des populations
spécifiques. lls permettent, par l'intermédiaire de simulation de Monte Carlo, d’évaluer
différents schémas posologiques d’une molécule en considérant les covariables retenues dans
le modele (poids, clairance de la créatinine, etc). L'intérét de ces simulations est de déterminer
les schémas posologiques permettant d’atteindre ou non les cibles PK/PD prédéfinies.
Les cibles PK/PD retenues sont le plus souvent celles qui ont été associées a la guérison
clinique ou I'éradication microbiologique. Dans le cas des échinocandines et du fluconazole,
la cible PK/PD est le ratio ASCo-2an/CMI, dont la valeur difféere selon la molécule et I'espéece
Candida considérée. Ainsi, déterminer I'efficacité d’'une molécule revient a déterminer si la
probabilité d’atteindre la cible PK/PD (PTA, probablity of PK/PD target attainment) est au
moins de 90 %. Si la PTA est inférieure a 90 %, des simulations a des doses différentes

permettraient de déterminer la posologie adéquate.

En prenant I'exemple de la figure 13, une dose journaliere de 100 mg de micafungine n’est
pas suffisante pour une PTA > 90 % pour les espéces Candida avec une CMI < 0,016 mg/L
(C. albicans et C. glabrata), contrairement a une dose journaliere de 150 mg. D’aprés cet

exemple, il serait recommandé d’utiliser une dose de 150 mg pour les espéces concernées.
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Figure 13 : lllustration de la PTA en fonction de la CMI pour la micafungine.

La PTA est le ratio ASCo-24n/CMI > 3000 pour I'ensemble des espéces Candida [69].

6 Approche translationnelle

Au cours du développement du médicament, la population de réanimation ne fait le plus
souvent pas partie des groupes de patients étudiés. Aprés I'obtention de I'autorisation de la
mise sur le marché du médicament, des études complémentaires et colteuses sont donc
nécessaires afin de déterminer la posologie adéquate pour cette population. L'utilisation d’un
modele animal de choc septique permettrait de réduire le nombre de ces études chez
I'Homme, si et seulement si ce modele est transposable a I’humain. Afin d’étudier la PK des
médicaments dans un cadre plus réaliste, ce modele devrait comporter un suivi suffisant et
intégrer une prise en charge hémodynamique ainsi que des suppléances d’organes

(ventilation mécanique, épuration extra-rénale ...) [10,139].
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6.1 Modele animal de sepsis

Aucun modele animal ne permet de reproduire avec exactitude les caractéristiques des
patients de réanimation. Ce sont des hommes et des femmes relativement agées et
présentant fréquemment des comorbidités. A I'inverse, ces modéles animaux sont en général
masculins, jeunes et ne présentent pas de comorbidités [139]. Cependant, s’affranchir de
I’ensemble de ces variables permet de se concentrer sur I'impact d’un sepsis induit sur la

pharmacocinétique des molécules.

6.1.1 Les différents modeles animaux

L’espece animale la plus fréequemment utilisée en tant que modeéle expérimentale est la souris,
en raison de son faible colt économique, sa facilité d’élevage, d’'un nombre élevé d’animaux
par groupe expérimental, de la disposition de souches consanguines de faible variabilité ou
encore de la possibilité de développer des modeles transgéniques [139]. Toutefois, en tant
gue modele de sepsis, la souris pose des problémes techniques. Il est difficile de reproduire
les mémes dispositifs (hémodynamiques, suppléance d’organes) retrouvés chez des patients
de réanimation. De plus, il existe une grande disparité anatomique et physiologique entre la
souris et I'humain, rendant ce modeéle difficilement transposable. A titre d’exemple,
la fréquence cardiaque est beaucoup plus élevée que chez ’humain sachant en plus que son
débit cardiaque est fréquence dépendant, rendant ce modéle moins adapté pour étudier le
systeme cardio-vasculaire. Les souris de laboratoire ont également un systeme immunitaire
différent, moins complexe et ne sont pas sensibles aux mémes pathogenes que I"humain.
D’autre part, un stress métabolique (induit par exemple par le sepsis) provoque rapidement
une hypothermie chez la souris, ce qui la distingue davantage du patient atteint de choc
septique. Toutefois, la souris est un modele idéal pour des études de preuves de concept.

Le rat est également un modele intéressant, avec des avantages et inconvénients similaires a
la souris. Il a toutefois I'avantage d’avoir plus de ressemblance avec I’'Homme, en particulier
par rapport a son profil métabolique et cardiovasculaire [140]. Cependant, dans des

conditions de sepsis, le rat est particulierement résistant a I'ischémie reperfusion [139].
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Des animaux de plus grande taille tels que les moutons, les cochons ou encore les primates
sont des modeéles avec une anatomie et une physiologie trés semblables a I'Homme [139].
De plus, 'usage de ces modeles permettent de reproduire les mémes dispositifs retrouvés
chez des patients de réanimation ainsi que de prélever un grand nombre d’échantillons
sanguins. L'inconvénient de ces modeles est principalement financier et éthique, notamment
pour le modele primate. Ainsi, moutons et cochons sont plus fréquemment utilisés dans cette
catégorie de modele. Le mouton, étant un ruminant, a des différences toutefois notables sur
le plan anatomique et physiologique au niveau du tractus gastro-intestinal comparé aux
espéces omnivores. Ainsi, le cochon s’avere étre le modeéle le plus pertinent parmi I'ensemble

de ces modeles animaux.

6.1.2 Le modele porcin

Le cochon possede un génome trés semblable a celui de ’'THomme contrairement aux modeéles
murins [141]. Tout comme I"humain, le cochon est omnivore et leurs organes partagent des
fonctions communes [8]. Par exemple, le coeur de ces deux espéces est anatomiquement tres
proche, faisant du cochon un modeéle expérimental idéal pour des études du systéeme

cardiovasculaire.

Avec un tractus gastro-intestinal et une flore intestinale tres semblable, ce modele est
également proposé pour étudier la physiologie nutritionnelle humaine ou encore la
biodisponibilité d’'une molécule [142—-144]. De plus, leurs reins sont physiologiquement trés
proches, tout comme la vitesse de filtration glomérulaire [8,145,146]. Malgré quelques
différences anatomiques de leur foie, la quantité totale des enzymes du cytochrome P450 sont
similaires entre les deux espéces, bien que les CYP3A et CYP2C soient moins représentés
contrairement aux CYP2A et CYP2D qui le sont davantage [147,148]. Considérant ces
ressemblances, le modeéle porcin s’avere également intéressant pour étudier I’élimination des

médicaments (excrétion, métabolisme).

En plus de la peau et du systeme nerveux, le modéle porcin possede également un systéme
immunitaire proche de I’humain, dont la plupart des protéines de I'immunité partagent des

structures et des fonctions similaires. Son systeme immunitaire ressemble a plus de 80 % a
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celui de I'Homme, tandis que celui des souris I'est a moins de 10 % [149], et toutes les cellules
identifiées chez 'Homme ou méme la souris sont présentes chez le cochon, avec un
pourcentage aussi élevée que chez I'humain de neutrophiles dans le circulation générale
[150]. Le modeéle porcin montre également une sensitivité aux endotoxines et ainsi qu’une

antigénicité tissulaire comparable a I’humain [151].

En somme, le modele porcin présente de grandes similitudes génétiques, anatomiques,
physiologiques et immunitaires par rapport a 'Homme. Grace a son gabarit, la prise en charge
clinique des patients atteints de choc septique peut étre reproduite (suivi et prise en charge
hémodynamique, suppléances d’organes). En plus de cela, il est possible de prélever un grand
nombre d’échantillons sanguins, permettant de réduire le nombre d’animaux nécessaire a
I'étude et de respecter la regle des 3 R (réduire, raffiner, remplacer) relative a
I’expérimentation animale. L'ensemble de ces caractéristiques en font un modele de choix

pour étudier certaines pathologies comme le sepsis [8,152—-157].

6.2 Modeles d’induction du sepsis

Plusieurs méthodes permettent d’induire le sepsis chez un modéle animal. Il y a notamment
des modele sans foyer infectieux (injection d’endotoxine ou de bactéries vivantes dans la
circulation) ainsi que des modeles de péritonite (injection de bactéries ou de feces dans le

péritoine ainsi que la méthode de ligature-perforation caecale) [158].

Le modele endotoxinique est fréquemment utilisé dans les modeéles animaux de sepsis.
En effet, 'endotoxine permet de mimer une bonne partie des caractéristiques du sepsis [158].
Chez les patients de réanimation, des concentrations élevées d’endotoxines sériques ont été
associé au développement du sepsis, a la sévérité de la pathologie et a la mortalité.
L’endotoxine, ou lipopolysaccharide (LPS), est le composant principal de la paroi des bactéries
a Gram négative. Il provoque la libération de médiateurs de l'inflammation responsable
d’initier la physiopathologie du sepsis [159].

L’avantage du modeéle endotoxinique est sa simplicité et sa reproductibilité, en plus d’étre un
modele hautement controlé et standardisé. Toutefois, ce modele ne reflete pas toute la

complexité de la réponse physiologique humaine au sepsis.
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Le modele avec injection de bactéries vivantes a en contrepartie |’avantage de reproduire plus
fidelement les mécanismes de réponse de I’"hGte au pathogéne rencontré. En effet, le modele
animal est confronté non pas a un composant d’un pathogéne mais a des pathogenes entiers.
Cependant, il y a une grande variabilité de réponse du modele animal en fonction de la charge
bactérienne, de la voie d’administration et de la souche bactérienne ainsi qu’une trés grande
|étalité. D’autres part, la croissance et la quantification des bactéries est requise avant

I’administration.

Les modeles de péritonite permettent de reproduire davantage les caractéristiques du sepsis
[158,160,161]. En effet, 'usage de multitude d’agents microbiens favorise la recréation des
processus physiopathologiques du sepsis, notamment avec ces phases hémodynamiques,
métaboliques et ces phases pro et anti-inflammatoires. Toutefois, ces modeles sont plus

invasifs, et la variabilité de la sévérité du sepsis induit dépend des procédures expérimentales.

Il n’existe pas de meilleur modeéle de sepsis. Chacun a son avantage, et dans le cadre de |'étude
de la pharmacocinétique d’une molécule, la reproductibilité du modele est importante.

Ainsi, dans ce travail de thése, un modele porcin endotoxinique a été utilisé.

6.3 Extrapolation de dose inter-espéce

L'extrapolation de dose entre deux espéces est possible si la pharmacocinétique de la
molécule étudiée est transposable entre ces deux espéces. Généralement, la transposition
inter-espéce est relativement simple lorsque les deux espéces considérées ont des similitudes
physiologiques, comme cela a pu étre illustré entre cochon et humain dans la partie 6.1.2.
De maniere générale, le poids des espéeces étudiées est utilisé comme un critere d’ajustement

selon une relation allométrique [162], décrite par I'’équation suivante :

Y =Y, x BW?

ou b est le coefficient d’échelle allométrique qui doit étre déterminé selon la variable
biologique, BW le poids de I'individu et Yo une constante de la variable Y, soit une valeur de

référence, soit une valeur observée dans une autre population.
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Cette relation allométrique peut également étre utilisée pour les paramétres PK, comme

illustré dans I’équation suivante en considérant la clairance CL :

B Whumain ) b

CLhumain = CLCOChOn X (chochon

Ainsi, intégrer cette relation allométrique basée sur le poids de I'espece aux modéles de PKpop
permettrait de démontrer si le modéle porcin endotoxinique est transposable au patient de

réanimation de choc septique.

Dans ce travail de these, la modélisation PK va permettre d’évaluer si le modele porcin
endotoxinique est transposable au patient de choc septique. Si ces modeles sont
transposables, I'extrapolation de dose inter-espéce sera alors possible pour les molécules

étudiées.
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Partie Il : Travaux de recherche

7 Démarche scientifique

La maitrise de I'approche PK de population associée a la bonne compréhension des altérations
liés au sepsis chez le patient de réanimation a permis d’élaborer un projet de recherche
intégrant les différents facteurs pouvant modifier la pharmacocinétique des antifongiques.
Les travaux de recherche présentés ci-dessous ont permis d’évaluer dans un premier temps
I'impact éventuel de techniques de suppléance telles que I'épuration extra-rénale,
puis d’étudier la diffusion tissulaire des échinocandines dans le péritoine dans un modele de
péritonite expérimentale. Une analyse de PKpop a l'aide du logiciel non-paramétrique
Pmetrics® a été réalisée et complétée par une analyse simultanée par le logiciel paramétrique
Monolix® afin de comparer les performances de ces deux approches. La performance du
modele était également évaluée par validation externe lorsqu’un jeu de données était
disponible pour la molécule étudiée. L'ensemble de ces données a ensuite été utilisé afin de
construire un modele expérimental porcin permettant d’évaluer la possibilité de substituer le
cochon al’Homme dans la recherche de posologies optimales d’antifongiques avant validation

secondaire de ces posologies dans des études cliniques de phase II/IIl.

8 Conséquences des techniques d’EER sur la PK des

échinocandines chez les patients septiques

Comme cela a été décrit dans la partie 2.2.2, les thérapies d’EER sont susceptibles d’altérer la
PK/PD des anti-infectieux en fonction du type d’EER, des caractéristiques physico-chimiques
de la molécule étudiée ainsi que de I'état de la sévérité du sepsis. Il en résulte un risque de
sous ou surdosage des anti-infectieux chez les patients de réanimation pouvant conduire a un
échec thérapeutique. L'étude SMARRT [20] a mis en exergue la nécessité d’approfondir les
connaissances sur la PK des anti-infectieux chez les patients de réanimation afin de mieux

appréhender ces variabilités et de pouvoir adapter la posologie en conséquence.
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Dans le cadre de cette these, nous nous intéressons aux échinocandines. Cette famille d’anti-
infectieux est fortement liée aux protéines plasmatiques et principalement éliminée par voie
hépatique. Les thérapies d’EER n’auraient a priori pas de conséquence sur la PK de ces
antifongiques. Toutefois, en considérant I’hypoalbuminémie résultante du sepsis, il serait
intéressant de vérifier la validité de cette hypothese. De plus des phénomeénes d’adsorption
ont été décrits sur les membranes inertes telles que les membranes d’assistance cardio-
respiratoire [163]. Ce phénomeéne d’adsorption pourrait survenir lors de I'EER.

Une premiere réponse a été apportée par Roger et al. [164] en étudiant la PK de Ia
casopfungine dans une population septique sous hémofiltration ou hémodiafiltration
continue (continuous veno-venous hemofiltration or hemodiafiltration: CVVH ou CVVHDF).
Au cours de cette étude, aucune modification PK de la caspofungine n’a été mise en évidence
entre ces deux techniques d’EER. Dans la continuité de ce travail, I'impact des techniques

d’EER a été étudié sur la micafungine.

8.1 Article 1: Analyse PK de population de la micafungine dans une

population septique sous hémodiafiltration ou hémofiltration continue

8.1.1 Résumé

Cette étude a eu pour objectif de décrire la PK de la micafungine chez des patients septiques
recevant différentes modalités d’EER (CVVH et CVVHDF) suivant une dose standard de 100 mg

par jour.

A partir de 16 profils PK disponibles (8 pour chaque modalité), un modéle de PKpop a été
construit sur le logiciel Pmetrics® selon une approche non-paramétrique. Un modeéle a deux
compartiments fut le plus adéquat pour décrire les concentrations plasmatiques de la
micafungine. De plus, la robustesse du modele a été démontrée par une validation externe
grace aux données récoltées de I'étude de Maseda et al. [165]. Ni les différentes modalités
d’EER (CVVH et CVVHDF) ni aucune autre covariable n’a permis d’améliorer le modeéle PK,
indiquant ainsi que la PK de la micafungine est similaire entre ces deux types d’EER appliqués

a doses équivalentes malgré I’hypoalbuminémie de cette population.
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D’aprés le modele de PKpop, les estimations des parameétres moyens (standard deviation, SD)
de la micafungine étaient de 0,96 (0,32) L/h pour la clairance totale et de 14,8 (5,3) L pour le
volume de distribution central (Vc). Toutefois d’aprés les simulations de Monte Carlo, la dose
standard de 100 mg ne permettrait pas d’atteindre la cible PK/PD des espéces Candida
(ASCo-2an/CMI > 3000 [69]) au premier jour de traitement. Une dose de charge de 150 mg suivi
d’une dose de maintien de 100 mg par jour permettrait d’attendre la cible PK/PD dés le
premier jour de traitement pour les espéces les plus sensibles telles que C. albicans et
C. glabrata (CMI < 0,016 mg/L). Cependant, aucun des schémas posologiques étudiés ne
permettrait d’atteindre la cible PK/PD pour les especes moins sensibles telles que C. krusei ou

C. parapsilosis.

En conclusion, il n'y a pas de différence observée de la PK de la micafungine quel que soit la
modalité d’EER, CVVH ou CVVHDF, appliquée a dose équivalente. De plus, cette étude indique
des risques de sous dosage importants chez des patients septiques recevant la dose standard
de 100 mg par jour, ou il est observé une grande variabilité inter-individuelle des
concentrations et une augmentation des parameétres PK caractéristiques du sepsis. En vue du
profil de toxicité favorable de la micafungine et de son effet post-antifongique, une dose de
charge de 150 mg ou plus devrait étre considérée afin d’assurer une exposition optimale des

le premier jour de traitement et de lutter contre 'émergence de résistance.

8.1.2 Article 1

Cet article a été publié dans le journal Therapeutic Drug Monitoring. Les matériels

supplémentaires sont présentés en annexe 1.
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A Loading Micafungin Dose in Critically Ill Patients
Undergoing Continuous Venovenous Hemofiltration or
Continuous Venovenous Hemodiafiltration: A Population
Pharmacokinetic Analysis

Nicolas Garbez, PhD,*}} Litaty C. Mbatchi, PharmD, 1§ Emilio Maseda, MD, PhD, ||
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Background: In this study, the authors aimed to compare the
pharmacokinetics (PK) of micafungin in critically ill patients
receiving continuous venovenous hemofiltration (CVVH, 30
mL-kg~!-h™!) with those of patients receiving equidoses of hemo-
diafiltration (CVVHDF, 15 mL-kg~!-h~! + 15 mL-kg~!'-h~!) and
determine the optimal dosing regimen using the developed model.

Methods: Patients with septic shock undergoing continuous renal
replacement therapy and receiving a conventional dose of 100 mg
micafungin once daily were eligible for inclusion. Total micafungin
plasma concentrations from 8 CVVH sessions and 8 CVVHDF
sessions were subjected to a population PK analysis using Pmetrics.
Validation of the model performance was reinforced by external
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validation. Monte Carlo simulations were performed considering the
total ratio of free drug area under the curve (AUC) over 24 hours to
the minimum inhibitory concentration (MIC) (AUC.24/MIC) in
plasma.

Results: The median total body weight (min—max) was 94.8 (66—
138) kg. Micafungin concentrations were best described by a 2-
compartmental PK model. No covariates, including continuous renal
replacement therapy modality (CVVH or CVVHDF), were retained
in the final model. The mean parameter estimates (SD) were 0.96
(0.32) L/h for clearance and 14.8 (5.3) L for the central compartment
volume. External validation confirmed the performance of the devel-
oped PK model. Dosing simulations did not support the use of
standard 100 mg daily dosing, except for Candida albicans on the
second day of therapy. A loading dose of 150 mg followed by
100 mg daily reached the probability of target attainment for all C.
albicans and C. glabrata, but not for C. krusei and C. parapsilosis.

Conclusions: No difference was observed in micafungin PK
between equidoses of CVVH and CVVHDEF. A loading dose of
150 mg is required to achieve the PK/PD target for less susceptible
Candida species from the first day of therapy.

Key Words: micafungin, pharmacokinetics, Monte Carlo simula-
tions, intensive care unit, continuous renal replacement therapy

(Ther Drug Monit 2021;43:747-755)

INTRODUCTION

In intensive care units (ICUs), one-third of patients are
admitted for sepsis.'? Fungal infections have been implicated
in 20% of sepsis cases, mostly Candida species, and these
infections are the third most common cause of infection in the
ICU.>* In addition, fungi-related sepsis greatly increases
morbidity and mortality in ICU patients.>® Echinocandins
are recommended as first-line treatment for invasive candidi-
asis or candidemia in critically ill patients.!?

Micafungin, an echinocandin, is a selective inhibitor of
1,3-beta-p-glucan synthesis, inhibiting the production of the
fungal cell wall. It exhibits broad-spectrum fungicidal activity
against Candida species and a prolonged postantifungal
effect.!! Clinically, 5 species of Candida are commonly
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identified, including C. albicans, C. parapsilosis, C. glabrata,
C. tropicalis, and C. krusei.®:'>~'4 For these species, the most
relevant pharmacokinetic/pharmacodynamic (PK/PD) target
is the ratio of 24-hour total drug exposure above the minimum
inhibitory concentration (AUCy.,4/MIC), with specific spe-
cies- and drug-related targets previously defined.!> Studies
in critically ill patients have reported nontarget attainment
of predefined PK/PD targets with standard dosing of echino-
candins, which may contribute to the emergence of Candida
resistance toward echinocandins.>'?

In critically ill patients, clearance (CL) and volume of
distribution (Vd) of drugs, including antifungal agents, can be
altered by several pathophysiological changes, such as
hepatic and/or renal dysfunction, extracorporeal organ sup-
port, hypoalbuminemia, or increased capillary permeabil-
ity.>16 These pathophysiological changes are known to
contribute to the high PK interindividual and intraindividual
variabilities of most drugs.'”!° Furthermore, critically ill
patients frequently require continuous renal replacement ther-
apy (CRRT) owing to acute kidney injury (AKI).220-21
Among several modes of CRRT, continuous venovenous he-
mofiltration (CVVH) and continuous venovenous hemodiafil-
tration (CVVHDF) are the most widely used techniques.??
Several factors related to CRRT have been identified as fac-
tors influencing PK of drugs by removal or adsorption,
including the CRRT modality applied (convection and/or dif-
fusion), membrane surface area, site of replacement fluid
administration (predilution or postdilution), and ultrafiltration
and/or dialyzate flow rates.>*?* The CVVHDF technique
combining convection and diffusion could lead to a higher
clearance of micafungin when compared with an equal dose
of CVVH (convection alone), as previously reported for anti-
biotics.?* Thus, both sepsis and CRRT can alter PK of anti-
fungal agents and can frequently result in inappropriate drug
exposure, particularly when conventional dosing regimens are
used 317.18

Population PK modeling is widely used in the field of
clinical pharmacology because it helps to define the sources
and correlates of PK variability in target patient populations
and their impact on drug disposition.?> Therefore, the goal of
this study was to describe micafungin PK in critically ill
patients receiving CVVH or CVVHDF therapy using popu-
lation PK modeling. Then, the validated population PK model
was used to determine the optimal micafungin dosing regi-
men in this population.

MATERIALS AND METHODS

Setting

This was an observational PK substudy within a
randomized trial (ClinicalTrials.gov NCT 01403220), com-
paring the efficacy of equidoses of CVVH (30
mL-kg~!-h~! ultrafiltrate flow rate) and CVVHDF (15
mL-kg~!-h~! dialyzate flow rate +15 mL-kg~!-h~! ultrafil-
trate flow rate) in critically ill patients. Ethics approval was
obtained from the local Ethics Committee of Nimes (Comité

2012.02.05). Written informed consent was obtained from
either the patient or their designated decision maker.?¢

Study Population

Patient eligibility criteria for the study were as follows:
(1) AKI requiring either CVVH or CVVHDF and (2) clinical
indication for micafungin. Eight patients were randomized to
CVVH (n = 1) or CVVHDF (n = 1) when the need for CRRT
was first identified, with some patients receiving both CRRT
therapies alternatively (n = 6). Patients were excluded if they
presented (1) requirement of CRRT for cardiogenic pulmo-
nary edema, with metabolic acidosis (pH <7.15, HCO;
<12 mmol/L, or hyperkalemia >6.5 mmol/L), or (2) history
of allergy or contraindication to micafungin.

CRRT Settings

Both techniques were performed using an Aquarius
system (Nikiso, Tokyo, Japan) and a polysulfone-type
hemofilter with a surface area of 1.9 m? (Aquamax HF19;
Edwards Lifesciences, St-Prex, Switzerland). The CRRT set-
tings were as follows: (1) a 30 mL-kg~!-h™! ultrafiltrate rate
for CVVH and a 15 mL-kg™'-h™! ultrafiltrate rate +15
mL-kg~!-h~! dialyzate flow rate for CVVHDF. In both tech-
niques, fluid replacement was performed postdilution; (2) the
net fluid removal rate was set at the physician’s discretion
between 0 and 200 mL/h; and (3) the target blood flow rate
was adjusted to provide a filtration ratio of <20%. The filtra-
tion ratio was calculated as follows: (ultrafiltrate flow rate +
net fluid removal)/blood flow rate.

Study Protocol

A dosing regimen of 100 mg micafungin once daily
was intravenously administered over 1 hour as part of the
antimicrobial therapy. Two concentration—time profiles were
determined for each patient (one patient was sampled twice
under CVVH, one patient was sampled twice under
CVVHDF, and 6 patients were sampled both under CVVH
and CVVHDF) between day 1 and day 12 of antifungal
therapy, with 9 blood samples obtained in each 24-hour dos-
ing interval. Blood samples were taken from the CRRT circuit
before the hemofilter (prefilter samples) to determine the total
plasma micafungin concentration at baseline (predose), and
then at 1, 1.5, 2, 2.5, 4, 8, 12, and 24 hours after the start of
the micafungin infusion.

Sample Handling and Storage

Blood samples were immediately placed on ice and
centrifuged at 3000 rpm (2200 g) for 10 minutes and then
stored at —80°C until analysis. Samples were transported
(with a temperature log on dry ice) by a commercial courier
company to the University of Queensland Centre of Clinical
Research, The University of Queensland, Brisbane,
Queensland, Australia, for analysis.

Drug Assay

Total micafungin plasma concentrations were measured
using a validated ultrahigh-pressure liquid chromatography—
tandem mass spectrometry (UHPLC-MS/MS) method, from

de Protection des Personnes Sud-Méditerranée III 0.1 to 20 mg/L, on a Shimadzu Nexera 2 UHPLC coupled to a
748 Copyright © 2021 Wolters Kluwer Health, Inc. All rights reserved.
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Shimadzu 8030 + triple quadrupole mass spectrometer
(Shimadzu, Kyoto, Japan). Clinical samples were assayed
alongside calibrators and quality controls and complied with
batch acceptance criteria.?” The lower limit of quantification
was 0.1 mg/L.

Data Collection

For all patients included in this study, the following
demographic and clinical data were recorded: age, sex, body
weight, height, Simplified Acute Physiology Score II (SAPS
11)?® at ICU admission, modified Sequential Organ Failure
Assessment (SOFA)? score at ICU admission and on sam-
pling day, medical history, serum albumin concentration,
serum creatinine concentration, serum urea concentration,
data on the type of infection, and CRRT settings such as
blood flow rate, postdilution rate, fluid removal rate, time of
filtration, and ultrafiltration rate.

Population PK Modeling

The concentration—time data were analyzed using a
nonparametric adaptive grid algorithm within the freely
available Pmetrics software package for R (Los Angeles,
CA).3031 As interoccasion variability related to CRRT mode
could not be adequately assessed, concentration profiles ob-
tained from the same patient under 2 different CRRT
modalities (CVVH and CVVHDF) were regarded as inde-
pendent. PK models with 1, 2, and 3 compartments were
tested, including the error models lambda or gamma, which
are additive and proportional error models. Total AUCq 54
corresponding to the area under the concentration-time curve
between 0 and 24 hours was estimated from the simulated
concentrations using the noncompartmental function in
Pmetrics.

Population PK Covariates

Age, total body weight at admission, size descriptor
(body mass index, body surface area, ideal body mass, lean
body mass, fat-free mass, and adjusted body mass), SAPS 11
score at admission, SOFA score at inclusion, serum albumin
concentration, CRRT modality (CVVH and CVVHDF),
ultrafiltration rate, and time of filtration were evaluated as
clinically relevant and physiologically plausible covariates.
The selection of these covariates was performed using a
stepwise multivariate linear regression analysis to quantify the
associations between covariates and PK parameters (CL and
Ve). To assess the impact of any covariate on CL and/or Ve,
the covariate of interest is entered into the model and the
model performance, including the covariate of interest, is
evaluated. Two examples assessing the impact of different
types of covariates on the PK parameter are as follows:
Independent variable, as CRRT, on total clearance (CL):

CL = CLcyyn + CLcyvrpr
Where CLcyyy = CLX (1 —CRRTmodamy),
CLcyvupr = CLX CRRTyodaiitys and  CRRT yodaliy = 0 for
CVVH or CRRT yodatiry = 1 for CVVHDF.

Copyright © 2021 Wolters Kluwer Health, Inc. All rights reserved.

Dependent variable, as serum albumin, on the volume of the
central compartment (Vc):

Serumalbumin individual) #

Ve = TV

¢ ¢ x( Serumalbuminegian

where TVVc is the typical value of total micafungin V¢ and
B, a PK parameter factor to identify.

Population PK Model Diagnostics

Model selection was initially based on the objective
function value (OFV) computed as —2 log-likelihood
(—2LL) or the Akaike information criterion (AIC), where a
decrease in —2LL and/or AIC of =3.84 was considered sig-
nificant (x?, 1 deg of freedom, P < 0.05). In addition, the
goodness of fit was assessed by linear regression, with
observed-predicted plots and coefficients of variation of PK
parameters. Evaluation of the predictive performance was
based on the mean prediction error (bias) and mean bias-
squared prediction error (imprecision) of the population and
individual prediction models. Finally, the validation of the PK
model was applied to bootstrap resampling methods (n =
1000) and visual predictive checks (VPCs) (exact binomial
test: observed concentrations belong to the 95% confidence
interval of simulated concentrations of the PK model).
Furthermore, external validation was performed using the
data set from the study by Maseda et al published in
2014,32 where 10 ICU patients were receiving CVVH and
were treated with the standard 100 mg daily dosing of mica-
fungin for invasive candidiasis.

Monte Carlo Simulation and Probability of
Target Attainment

Optimized micafungin dosing was assessed using the
probability of PK/PD target attainment (PTA) for the first 48
hours of therapy.>!'* According to Andes et al,*? the follow-
ing threshold has been identified as PK/PD targets for effi-
cacy: a non-species-related target of total AUC(.,4/MIC
>3000 for all Candida species (1—log kill/24 hours). To
assess the PTA of micafungin, Monte Carlo simulations (n
= 1000) were performed using the final PK model for 6
dosing regimens: 100/150/200 mg q24h, a loading dose of
150/200 mg followed by a maintenance dose of 100 mg, and
a loading dose of 200 mg followed by a maintenance dose of
150 mg q24h.

Fractional Target Attainment

Fractional target attainment (FTA) was performed by
comparing the PTA against an EUCAST MIC distribution for
C. albicans [susceptibility (S): 0.004-0.016 mg/L], C. glab-
rata (S: 0.004-0.032 mg/L), C. tropicalis (S: 0.004-0.064
mg/L), C. krusei (S: 0.032-0.250 mg/L), and C. parapsilosis
(S: 0.250-2.000 mg/L).3* FTA is the sum of the following
products, the PTA values determined at each MIC and the
fraction of isolates identified at that MIC. A dosing regimen
was considered optimal if the FTA was =90%.
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RESULTS

Demographic and clinical data are shown in
Supplemental Digital Content 1 (see Table 1, http:/links.
Iww.com/TDM/A477) (Table 1). The median total body
weight (min—max) was 94.8 (66—138) kg, with a median body
mass index of 29.0 (23.4-59.7) kg/m2. In addition, the overall
median SOFA score was 9 (4—12), with a value of 12 (6-12)
when considering only the first 3 days of treatment. Among
the 8 included patients, 7 presented positive cultures, espe-
cially for C. albicans (n = 4), C. glabrata (n = 1), and C.
tropicalis (n = 2). Clinical failure was observed in 5 of 8
patients (62.5%), and one patient (12.5%) died by day 28
after inclusion.

PK Model

The concentration—time data (see Fig 1, Supplemental
Digital Content 2, http://links.lww.com/TDM/A478) (Fig. 1)
were adequately described by a 2-compartment linear PK
model with first-order distribution and clearance and a pro-
portional error model, without any covariate. Incorporating
the CRRT modality into the PK model did not improve model
performance: —2LL was 162.7 versus 163.8 for the model
without covariates (Table 2). In addition, no other plausible
covariate such as total body weight, serum albumin, or age
was supported for inclusion in the final model (decrease in
—2LL and AIC <3.84). The PK parameter estimates are
shown in Table 1. The goodness-of-fit plots for the final
model and VPCs (Figs. 1, 2) confirmed the acceptable per-
formance of the model.

Regarding the internal validation process, 1.85% of
observed concentrations were outside the 95% prediction
interval (exact binomial test, P = 0.181) and the median value
was closely estimated (5.11 and 4.91 mg/L for simulated and
observed concentrations, respectively). For external valida-
tion, 4.13% of observed values were outside the 95% pre-
diction interval (exact binomial test, P = 0.835) and the
median values were 4.01 and 4.30 mg/L for simulated and
observed concentrations, respectively. We observed a

marginal underestimation of concentration—time population
data when compared with the study by Maseda et al,3? but not
for individual data (Figs. 2A, B).

Dosing Simulations and Fractional Target
Attainment

The simulated PK profiles from 6 different dosing
regimens are presented in Supplemental Digital Content 2
(see Fig. 2, http:/links.lww.com/TDM/A478); the steady-
state concentration was attained at the first dose (almost
immediately) with a loading dose but was only attained at
the third administration (48 hours) with a standard daily dose.
Figure 3 shows PTAs based on the targeted AUC_,4/MIC
ratio of 3000, with FTA displayed in Supplemental Digital
Content 1 (see Table 2, http://links.lww.com/TDM/A477).
For C. parapsilosis and C. krusei, no micafungin dosing reg-
imen achieved an FTA > 90% for MICs > 0.016 mg/L. For
C. tropicalis (MIC: 0.04-0.032 mg/L), a micafungin dosing
regimen of 200 mg daily achieved an FTA > 90% on the
second day of treatment. For C. albicans and C. glabrata
(MIC < 0.016 mg/L), all dosing regimens, except the stan-
dard dose of 100 mg daily, achieved an FTA > 90% during
the first 48 hours of therapy.

DISCUSSION

Study Main Findings

This study describes the PK of micafungin in ICU
patients receiving 2 different modes of CRRT (CVVH and
CVVHDF) after an intravenous daily dose of 100 mg
micafungin. The included patients presented a median total
body weight (min—-max) of 94.8 (66-138) kg. The PK of
micafungin was similar between patients receiving equidoses
of CVVH and CVVHDF. The population PK analysis re-
vealed that the standard 100 mg daily dosing regimen of
micafungin was sufficient to achieve the PK/PD target for
C. albicans alone on the second day of therapy. A loading
dose of at least 150 mg should be considered to achieve the

TABLE 1. Population Pharmacokinetic Parameter Estimates

PK Parameters CL,L/h Ve, L Kcep, 1/h Kpe, 1/h
Mean 0.96 14.84 0.36 0.53
SD 0.32 533 0.33 0.24
cvV 32.70 35.88 91.75 40.07
Var 0.10 28.37 0.11 0.06
Median 0.96 15.10 0.30 0.43
Bootstrap analysis
WitMed (95% CI) 0.96 (0.70-1.11) 15.10 (9.93-18.47) 0.30 (0.16-0.39) 0.43 (0.37-0.69)
MAWD (95% CI) 0.19 (0.06-0.37) 3.64 (0.82-5.91) 0.10 (0.03-0.34) 0.14 (0.02-0.26)

Internal validation
PopMed (95% CI)

External validation
PostMed (95% CI)

0.96 (0.54-1.62)

0.96 (0.50-1.72)

15.07 (7.84-25.23)

15.10 (7.83-27.36)

0.30 (0.02-1.14) 0.52 (0.25-1.02)

0.30 (0.01-1.24) 048 (0.21-1.11)

CI, confidence interval; CL, total clearance; CV, coefficient of variation; Kcp, rate constant from the central to peripheral compartment; Kpc, rate constant from peripheral to central
compartment; MAWD, median absolute weighted deviation; PopMed, population median; PostMed, posterior (individual) median; Var, variance; Vc, volume of distribution of central
compartment; Vp, volume of distribution into the peripheral compartments; WtMed, weighted median.
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PK/PD targets for C. albicans and C. glabrata on the first day
of therapy. However, none of the dosing regimens investi-
gated in this study reached the PK/PD target for C. krusei
(MIC >0.032 mg/L) and C. parapsilosis (MIC >0.250 mg/L)
during the first 48 hours. These results are consistent with
those of a previously published study.>®

Relationship With Previous Literature

In this study, micafungin PK was well described by a 2-
compartment model. The validity of the model was assessed
by both internal and external validation, providing strong
support for our results. Indeed, the external data set from the
study by Maseda et al3? afforded us the opportunity to per-
form the most robust validation process. The built model
slightly underestimates population model-based concentra-
tions. This underestimation could be attributed to differences
in sampling intensity between day 2 and day 3 (3 individual
concentration—time profiles in the original data set versus 13
in the study by Maseda et al for this sampling period). Indeed,
a higher SOFA score was observed (12) during the first 3 days
of therapy in the original data set when compared with the
SOFA score of the validation data set (9), which could result
in the prediction of lower peak concentrations by the
population-based model. However, the VPC of the external
validation revealed that these higher concentrations are ade-
quately predicted by the model. As previously shown,

Copyright © 2021 Wolters Kluwer Health, Inc. All rights reserved.

micafungin PK parameters are altered in healthy volunteers
for the same dosing regimen with a high interindividual var-
iability.!!-3¢ Indeed, because of physiopathological changes,
higher clearance and volume of distribution were observed
with lower drug exposure in this study (0.96 L/h for CL and
14.84 L for Vc) when compared with healthy subjects weigh-
ing 70 kg (0.73 L/h for CL and 14 L for Vd).!! However, no
covariate in this cohort could explain the observed variability
in exposure among ICU patients. Micafungin PK models
without covariates have been reported in previous stud-
ies, 3638 whereas others have identified body weight or serum
albumin concentration as covariates to rationalize the variabil-
ities in clearance or volume of distribution.3>3%#! Gumbo
et al 3% have observed that body weight markedly influences
micafungin clearance in patients weighing >66.3 kg. In this
study, patients had a higher median body weight [94.8 (66—
138) kg]. This is probably the main reason why body weight
was not retained as a covariate in our study. Further studies
are needed to elucidate the impact of this covariate in a larger
cohort of ICU patients. None of the CRRT modality covari-
ates were retained in the final model because these covariates
did not improve model performance. Based on the physico-
chemical properties of micafungin (ie, high protein binding
and hepatic metabolism), low CRRT-related micafungin
clearance is not unexpected. These results are consistent with
previous studies conducted for different CRRT modalities,
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TABLE 2. Comparison of Different Models

However, dose adjustment is still needed in this
population based on PK/PD considerations. On targeting the

Model —2LL  AIC pBiais pImp iBiais ilmp  PK/PD index defined by Andes et al,> it is obvious, based on
Without covariate ~ 163.8 1744 —0.71 1641 —0.06 0.9 the simulation analysis, that exposure after the standard
CRRT on CL 162.7 1755 090 2722 —0.15 111 100 mg daily dosing was unable to reach 90% of FTA for
TBW on CL 1627 1756 —039 1657 —005 098 all Candida species, except for C. albicans on the second day
SOFA score on 1620 174.8 265 3915 —003 0.98 of therapy (MIC < 0.016 mg/L). Conversely, a dosing regi-
CL men of 200 mg daily was insufficient to reach 90% of FTA
SOFA score on 161.0 173.8 —-059 1750 005 0.9 for C. krusei, C. parapsilosis, and C. tropicalis (first day of
Ve ) therapy) (MIC >0.016 mg/L). Similar results have been re-
E]imm albuminon  160.7 1735 —-0.59 16.13 -0.07 0.99 ported in preyious studies in ICU patients,>7*344 indicating
Ag GV 1603 1731 057 2044 —016 114 that FTAs did not reach 90% for MIC >0.016 mg/L for a

dosing regimen of 100 mg daily. Moreover, C. parapsilosis

The model is a 2-compartment model * covariate.

2LL, —2 x log-likelihood (objective function); AIC, Akaike information criteria;

CL, total clearance; iBias, individual bias; ilmp: individual imprecision;

ulation bias; pImp: population imprecision; SOFA score, Sequential Organ Failure
Assessment Score; TBW, total body weight; Ve, volume of distribution of central

compartment.

represents a species that is less susceptible to the action of
echinocandins, exhibiting in vitro susceptibility less than
other Candida species by 1 to 2 orders of magnitude, despite
an observed efficacy rate of 86% in patients not attaining the
targeted AUC_4/MIC ratio for C. parapsilosis.!®> This find-

pBias, pop-

including continuous venovenous hemodialys
CVVH,3242%3 indicating that dose adjustments

required for micafungin in critically ill patients undergoing

any mode of CRRT.

ing is probably due to the lowest mortality rate observed with
C. parapsilosis, but careful attention is required for C. krusei
and C. fropicalis with regard to their higher mortality
rate.!>1445 Qur results suggest dose escalation on day 1 in
critically ill patients infected with Candida species to achieve
the clinical PK/PD target. Based on Monte Carlo simulations,
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a loading dose of 150 mg or higher is recommended. These
dosing regimens enabled steady-state concentrations to be
attained earlier than a standard daily dose, thus presenting
better efficacy against Candida species than with standard
daily dosing.

These findings are in line with other previously
published studies.!!32:43:46.47 These “off-label” dosing regi-
mens should be further investigated in clinical trials consid-
ering the favorable toxicity profile and postantifungal effect
of micafungin to ensure efficacy, as well as prevent the emer-
gence of resistance due to an inadequate initial antifungal
dosing regimen.

Copyright © 2021 Wolters Kluwer Health, Inc. All rights reserved.

Study Limitations

This study has several limitations. First, given the high
protein binding of micafungin, measuring unbound micafun-
gin concentrations may be informative. However, even when
using extremely sensitive UHPLC-MS/MS, these assays
remain highly challenging and were not available for this
study. Second, no covariates were available to assess hepatic
impairment, including alanine and aspartate aminotransferase
(ALAT and ASAT). Indeed, micafungin is mainly eliminated
by the hepatic route, and these covariates could have
improved the estimation of micafungin clearance. Dosing
regimens should be specifically investigated in patients with
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hepatic dysfunction. However, reliable markers of hepatic
metabolism available in routine care are still needed. Third,
the small cohort of patients could have interfered with the
determination of correlations between covariates and PK
parameters. Hence, further studies are needed to elucidate the
impact of these covariates in a larger cohort of ICU patients.
Finally, interindividual variability was difficult to quantify
using the nonparametric approach in Pmetrics.

CONCLUSIONS

There was no difference in micafungin PK parameters
between equidoses of CVVH and CVVHDF in critically ill
patients. However, standard dosing with 100 mg micafungin
daily is insufficient to achieve predefined PK/PD targets for
most Candida species. Thus, a loading dose of 150 mg or
higher should be considered to ensure optimal exposure on
the first day of therapy.
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8.2 Approche non-paramétrique versus approche paramétrique

Afin de confirmer les résultats de I'article 1, les données ont également été utilisées afin de
construire un modéle PK selon une approche paramétrique sur Monolix®. Dans |'optique de
bien évaluer la covariable des modalités d’EER, il a été considéré que chaque occasion,
associée en générale a différente modalité d’EER, serait tritée comme un patient a part

entiére.

8.2.1 Mode¢le paramétrique

Les concentrations plasmatiques ont été les mieux décrites a I'aide avec un modele a deux
compartiment  associé a un modeéle  d’erreur  proportionnel (erreur =
Concentration observée X 0,084) et en incluant la corrélation entre CL: et Vc, dont le
coefficient est 0,83. Malgré des tests de corrélation non concluants entre les paramétres PK
et les covariables, il a tout de méme été décidé de tester une a une les covariables
physiologiquement plausibles en les intégrant dans le modele (modéle intermédiaire). Il en a
résulté que les parametres B associés a ces covariables sont mal estimés, et que ces modeles
n"améliorent pas significativement le modele de base (FO > 6,64 pour un test de khi-deux avec
un risque o = 1 % et 1 degré de liberté). En somme, le modeéle final retenu n’inclut pas de
covariable. Les parametres PK du modele final, ainsi que la comparaison des modeles

intermédiaires avec ce dernier, sont présentés dans le tableau 3 ci-dessous.

A.
Parametres (RSE) Moyenne RSD
CL: (L/h) 0,87 (8 %) 0,33 (19 %)
Vc (L) 14,44 (10 %) 0,34 (20 %)
Q (L/h) 3,48 (22 %) -
Vp (L) 7,70 (10 %) -
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Poids Score SOFA Albuminémie EER
CL: Vc CL: Vc CL; Vc CL: Vc
A FO 0 0 1 0 0 0 0 1

B (RSE) 0,05 -0,09 -0,12 -0,12 0,04 0,09 -0,07 0,05
(592%) (355%) (137%) (154%) (887%) (376%) | (145%) (256 %)

Tableau 3 : Paramétres PK du modéle final (A)
et comparaison de ce dernier aux modeles intermédiaires (B).
B : facteur PK. CL: : clairance totale. EER : épuration extra-rénale.
FO : fonction objective. Q : débit intercompartimental. RSD : relative standard deviation.
RSE : residual standard error. Score SOFA : score Sepsis-related Organ Failure Assessment.

Vc : volume de distribution central. Vp : volume de distribution périphérique.

Enfin, les graphes diagnostics sont présentés dans la figure 14 suivante :

A.

Concentrations observées (mg/L)

8 10 12 12

Concent}ations prédites de la popdlation (mgfL) Concéntrationsrprédites individdelles (mg/L)
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Concentrations observées (mg/L)

Concentrations observées (mg/lL)

Te;ps (h)
Figure 14 : Graphes diagnostics du modeéle final :
Concentrations observées versus prédites (A)
et VPC (B) de la validation interne (en haut) et externe (en bas).
Cercles bleus : concentrations observées. En A - Droite continue : droite d’identité.
Droites discontinues : intervalle de prédiction a 90 %. En B - Lignes continues : percentile
empirique pour les 10™me, 50%me et 90*™e percentiles. Aires: intervalle de prédiction du

50'™e percentile (rose) et du 10™e et 90°™¢ (bleu).

58



8.2.2 Interprétation des résultats

La construction des modeéles paramétrique et non-paramétrique est similaire, a savoir un
modele a deux compartiments associés a un modeéle d’erreur proportionnel. De plus, aucune
covariable n’est retenue dans ces modeles. Des validations interne et externe ont également
démontrées leurs bonnes capacités de prédictions, bien que I'on retrouve une légere sous
prédiction au deuxieme jour avec le jeu de données de Maseda et al. [165] comme explicité
dans l'article 1. Les parametres CL: et Vc prédits par le modeéle non-paramétrique
(0,96 (RSD, relative standard deviation : 0,33) L/h et 14,84 (0.36) L respectivement) sont aussi
bien prédits que par le modéle paramétrique (0,87 (0,33) L/h et 14,44 (0,34) L
respectivement), en prenant en considération les grandes variabilités inter-individuelles et
inter-occasion (RSD). Ainsi, malgré la fragilité des modeles en considérant la taille de
I’échantillon de population et les prélevements plasmatiques sur plusieurs jours, la prédiction
des parametres PK par une approche non-paramétrique est aussi robuste que I'approche
paramétrique [166]. L’absence de la covariable associée aux modalités d’EER dans les modéles
finaux consolide davantage les résultats : quel que soit la modalité d’EER (CVVH et CVVHDF),

il n’y a pas de différence dans la PK de la micafungine chez ces patients septiques.

8.3 Impact des thérapies d’EER sur la PK de la micafungine

Afin de confirmer I'effet des thérapies d’EER sur la PK de la micafungine, une analyse de PKpop
a été réalisée sur une population provenant de trois groupes utilisés pour les articles 1 et 2
(partie 8.1 et 9.1 respectivement). Certaines caractéristiques étudiées en tant que covariables
sont illustrées dans le tableau 4 ci-dessous. Un modele PK a été défini selon I'approche non-

paramétrique sur Pmetrics® et selon I'approche paramétrique sur Monolix®.
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Poids Score SOFA Albuminémie EER (oui/non)
Population totale 72 8 25,25 19/11
(n=30) (52-138) (1-13) (18 - 36)
Population 1 (n = 8) 94,8 10,5 23,3 8/0
art. 1 (66 - 138) (5-12) (19,4-32,2)
Population 2 (n = 10) 70 9 25,5 10/0
art. 1 (Maseda et al.) (61-80) (3-13) (18 - 36)
Population 3 (n = 12) 64,8 6 25,4 1/11
art. 2 (52 - 110) (1-11) (20,7 - 33,4)

Tableau 4 : Descriptif des principales covariables étudiées (n ou médiane (min - max)).

EER : épuration extra-rénale. Score SOFA : score Sepsis-related Organ Failure Assessment.

8.3.1 Modele non-paramétrique

Un modeéle a deux compartiments a été retenu comme modéle structural, couplé a un modéle
d’erreur proportionnel (erreur = SD X 2). L’intégration une a une des différentes
covariables, bien qu’améliorant parfois significativement le modéle, n’est pas pertinent au vu
de la mauvaise estimation des B présentés. Ces résultats, ainsi que les parametres du modele

final, sont présentés dans le tableau 5. Ainsi, aucune covariable n’a été retenue dans le modele

final.
A.
Parameétres Moyenne RSD SD Médiane
CL: (L/h) 0,98 0,34 0,34 0,92
Vc (L) 12,88 0,30 3,92 12,18
Kcp (1/h) 0,34 0,50 0,17 0,41
Kpc (1/h) 0,63 0,47 0,29 0,62
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Poids Score SOFA Albuminémie EER
CL: Vc CL: Vc CL; Vc CL: Vc
A FO 12 7 4 7 11 4 1 12
B(cv) 0,37 0,22 0,02 0,05 0,30 0 0,12 0,31
(114%) (120%) (141%) (169%) (109%) (160%) | (106 %) (129 %)

Tableau 5 : Paramétres PK du modéle final déterminé sur Pmetrics® (A)

et comparaison de ce dernier aux modeles intermédiaires (B).

B : facteur PK. CL: : clairance totale. EER : épuration extra-rénale. FO : fonction objective. ke :

constante de transfert du compartiment central vers le compartiment périphérique. Ky :

constante de transfert du compartiment périphérique vers le compartiment central. RSD :

residual standard deviation. RSE : residual standard error. Score SOFA : score Sepsis-related

Organ Failure Assessment. SD : standard deviation.

Vc : volume de distribution central. Vp : volume de distribution périphérique.

Les graphes diagnostics du modele final sont illustrés dans la figure 15 ci-dessous :

A.

Concentrations observées (mg/L)

15

[} o ,
R-squared = 0.546 s
Inter = 0.435 (95%ClI -gh2ag 40 0.899)

Slope = 0.931 (95%CI 0.847 0@.02}
Bias =0.348 s

ST )
Imprecision =3.82 a o

0 5 10 15

Concentrations prédites de la population (mg/L)

Concentrations observées (mg/L)

18

R-squared = 0.836
Inter = 0.42 (95%CI| 0.185 to £).655) o

Slope = 0.971 (95%C1 0.9280 191) o
Bias =-0.19
Imprecision =0.938

o

Concentrations prédites individuelles (mg/L)

61



15

J
o
3
[7)]
Q
.g o
[/} = Oo
[7}]
e
o
2 o
.0 o
g f
| o
Q
(8]
-
o]
(@] | o
o 4
I I I I I I
0 50 100 150 200 250
Temps (h)

Figure 15 : Graphes diagnostics du modéle final déterminé sur Pmetrics® :
Concentrations observées versus prédites (A) et VPC (B).
Cercles bleus : concentrations observées. En A - Droite discontinue : droite d’identité.
Droite continue : droite de régression. En B - Lignes continues : 2,5€™me, 501¢me gt 97, 5ieme

percentiles de I'intervalle de prédiction. Aires gris clair : intervalle de confiance a 95 %.

8.3.2 Mode¢le paramétrique

Un modeéle a deux compartiments a également été retenu comme modele structural, associé

a un modeéle d’erreur combiné (erreur = \/0,252 + 0,0942 x (Concentration observée)?).
L'approche pas a pas dans la sélection de covariable n’a pas démontré d’intérét particulier a
inclure une covariable dans le modéle final. En effet, les parameétres B de chaque covariable
sont mal estimés et leur inclusion n"améliore pas significativement le modele. L'ensemble de
ces résultats, en plus des parametres PK du modeéle final, sont présenté dans le tableau 6

ci-dessous :
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Parametres (RSE) Moyenne RSDyy RSDjov
CL; (L/h) 0,88 (6 %) 0,23 (27 %) 0,28 (18 %)
Vc (L) 12,13 (6 %) 0,21 (31 %) 0,27 (15 %)
Q (L/h) 3,95 (1%) - -
Vp (L) 7,25 (1 %) - -
B.
Poids Score SOFA Albuminémie EER
CL: Vc CL: Vc CL: Vc CL: Vc
AFO 1 4 0 0 0 0 0 3

B (RSE) 0,34 0,51 0,01 0,06 0,1 -0,18 | -0,06 0,19
(81%)  (45%) (1110%) (138%) (310%) (167%) | (216%) (57 %)

Tableau 6 : Parametres PK du modeéle final déterminé sur Monolix® (A)
et comparaison de ce dernier aux modeles intermédiaires (B).

B : facteur PK. CL: : clairance totale. EER : épuration extra-rénale. FO : fonction objective.
IV : inter-individual variability. IOV : inter-occasion variability. Q : débit intercompartimental.
RSD : residual standard deviation. RSE : residual standard error. Score SOFA : score Sepsis-
related Organ Failure Assessment. Vc : volume de distribution central. Vp : volume de

distribution périphérique.
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Les graphes diagnostics sont présentés dans la figure 16 suivante :
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Figure 16 : Graphes diagnostics du modeéle final déterminé sur Monolix® :
Concentrations observées versus prédites (A) et VPC (B).
Cercles bleus : concentrations observées. En A - Droite continue : droite d’identité.
Droites discontinues : intervalle de prédiction a 90 %. En B - Lignes continues : percentile
empirique pour les 10™me, 50'me et 90*™e percentiles. Aires: intervalle de prédiction du

50%me percentile (rose) et du 10™e et 90"™¢ (bleu).



8.3.3 Interprétation des résultats

Quelle que soit I'approche utilisée, les concentrations observées sont bien prédites par ces
modeles, notamment a I'échelle individuelle. Les estimations des parameétres de population
CL:et Vc sont trés similaires en considérant la grande variabilité inter-individuelle et/ou inter-
occasion. En ce qui concerne ces dernieres, elles sont estimées par un RSD unique pour le
modele non-paramétrique, et par des RSD distincts pour chacune de ces variabilités pour le
modele paramétrique. La différence d’estimation de ces variabilités peut également étre due
aux modeles d’erreur associés a chaque approche (proportionnel versus combiné).

Enfin, ces deux modeles démontrent encore la robustesse de chacune de ces approches dans
I’estimation des parametres PK [166]. De plus, ils confirment que les thérapies d’EER ne
modifient pas la PK de la micafungine. Ainsi, un ajustement posologique lié¢ a I'utilisation de
I’'EER n’est pas requis pour la micafungine, comme cela a pu étre suggéré dans de précédentes
études sur les échinocandines [164,165,167-172]. Toutefois, I'utilisation de doses de charge

plus élevées est supportée par les données observées dans la population de choc septique.

9 Diffusion péritonéale des échinocandines chez les patients

septiques

Le sepsis est fréquemment associé a une péritonite secondaire dont le pathogéne se révéele
étre principalement Candida spp [29]. Connaitre la diffusion des échinocandines au sein du
site infectieux, la cavité péritonéale, permettrait d’évaluer si le schéma posologique
recommandé est suffisant pour éradiquer linfection fongique ou si un ajustement est

nécessaire et ainsi de lutter contre I'émergence de résistance [102].

Les échinocandines étant fortement liés aux protéines et plutét hydrophiles, leur diffusion
péritonéale ne devrait donc pas étre tres élevée en situation physiologique. Toutefois,
le phénomene de fuite capillaire provoqué par 'augmentation de la perméabilité vasculaire
caractéristique du sepsis pourrait augmenter la diffusion des échinocandines au sein de la

cavité péritonéale.
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9.1 Article 2 : Analyse PK de population de la micafungine dans le plasma
et le liquide péritonéal chez des patients atteints de sepsis secondaire a

une péritonite
9.1.1 Résumé

Ce travail de recherche a permis de décrire la PK de la micafungine au niveau plasmatique et
péritonéal chez des patients septiques avec une infection intra-abdominale recevant une dose

standard de 100 mg par jour.

Dans cette étude, un modele de PKpop a été construit a partir des 12 profils PK composés des
données plasmatiques et/ou péritonéales a partir du logiciel Pmetrics®. Un modele a trois
compartiments incluant la masse maigre (FFM, fat free mass) [173] comme covariable de la
clairance totale et du volume de distribution central a été le plus approprié pour décrire les
concentrations plasmatiques et péritonéales. Les estimations des paramétres moyens (SD) de
la micafungine étaient de 1,18 (0,40) L/h pour CL: et de 12,85 (4,78) L pour Vc. Au premier jour
de traitement, le ratio moyen des expositions péritonéale/plasma était de 25 % (5 %), contre
40 % (8 %) entre les jours 3 a 5. Enfin, les simulations de Monte Carlo indiquent que la dose
standard de 100 mg permet d’atteindre la cible PK/PD des espéces Candida les plus sensibles
pour un patient avec une FFM < 60 kg (C. albicans) ou < 50 kg (C. glabrata) au deuxieme jour
de traitement. Bien qu’il n’y ait pas de cible PK/PD défini au niveau péritonéal,
les concentrations péritonéales étaient toujours supérieurs aux CLSI breakpoints de

C. glabrata (0,064 mg/L), et de C. albicans, C. tropicalis et C. krusei (0,25 mg/L) [70].

En conclusion, ces résultats sont en accord avec I'étude de Grau et al. [174] avec une
pénétration modérée de la micafungine au sein de la cavité péritonéale (25 a 40 %).
De plus, en vue de la grande variabilité PK de la micafungine chez ces patients septiques,
une dose de charge d’au moins 150 mg dépendant de la FFM des patients et des espéces

Candida est suggérée pour que ce traitement soit efficace dés le premier jour de traitement.

9.1.2 Article 2

Cet article a été publié dans le journal Antimicrobial Agents and Chemotherapy. Les matériels

supplémentaires sont présentés en annexe 2.
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ABSTRACT The objective of this study was to describe the pharmacokinetics (PK) of
micafungin in plasma and peritoneal fluid in septic patients with intra-abdominal
infections. Twelve patients with secondary peritonitis in septic shock receiving 100 mg
micafungin once daily were included. Total micafungin plasma and peritoneal fluid
were subjected to a population pharmacokinetic analysis using Pmetrics. Monte Carlo
simulations were performed considering the total area under the curve from 0 to 24 h
(AUC,_,,)/MIC ratios in plasma. Micafungin concentrations in both plasma and the peri-
toneal exudate were best described by a three-compartmental PK model with the fat-
free mass (FFM) as a covariate of clearance (CL) and the volume of the central com-
partment (V). The mean parameter estimates (standard deviations [SD]) were 1.18
(0.40) liters/h for CL and 12.85 (4.78) liters for V.. The mean peritoneal exudate/plasma
ratios (SD) of micafungin were 25% (5%) on day 1 and 40% (8%) between days 3 and
5. Dosing simulations supported the use of standard 100-mg daily dosing for Candida
albicans (FFM, <60kg), C. glabrata (FFM, <50kg), and C. tropicalis (FFM, <30kg) on
the second day of therapy. There is a moderate penetration of micafungin into the
peritoneal cavity (25 to 40%). For empirical treatment, a dose escalation of at least a
loading dose of 150 mg depending on the FFM of patients and the Candida species is
suggested to be effective from the first day of therapy.

KEYWORDS micafungin, pharmacokinetics, Monte Carlo simulations, intensive care
unit, septic shock, secondary peritonitis, peritoneal fluid

eptic shock represents up to 30% of intensive care unit (ICU) admissions (1). Fungal

infections are incriminated in 20% of these infections, mostly due to Candida spe-
cies (2, 3). Fungal-related septic shock greatly increases morbidity and mortality in ICU
patients (4-6). Moreover, Candida species, especially Candida albicans, are the first or
second most frequently isolated pathogens in cases of secondary peritonitis (7).
Delayed administration of appropriate antifungal therapy and inadequate source con-
trol have been identified as risk factors correlating with poor outcomes under these
conditions (5), suggesting that adequate initial anti-infective treatment is essential to
improve the prognosis of ICU patients with invasive fungal infections (4, 6).

In critically ill patients with invasive candidiasis, candidemia, or peritonitis,
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echinocandins such as micafungin are recommended as a first-line treatment (8, 9).
Micafungin is a selective inhibitor of 1,3-beta-p-glucan synthesis and inhibits the pro-
duction of the fungal cell wall. It exhibits broad-spectrum fungicidal activity against
Candida species and a prolonged postantifungal effect (8). Although Candida albicans
is still the leading cause of intra-abdominal candidiasis, an increase in non-albicans
Candida species-related infections has been observed in ICUs (10). Five species of
Candida are commonly identified: C. albicans, C. parapsilosis, C. glabrata, C. tropicalis,
and C. krusei (5, 11, 12). For these species, the most relevant pharmacokinetic/pharma-
codynamic (PK/PD) target is the ratio of the 24-h total drug exposure (AUC,_,, [area
under the curve from 0 to 24 h]) above the MIC (AUC,_,,/MIC ratio), with specific spe-
cies- and drug-related targets defined previously (13).

In critically ill patients, the PK of drugs can be altered by several pathophysiological
changes (sepsis, hepatic and/or renal dysfunction, extracorporeal organ support, hypo-
albuminemia, altered capillary permeability, and fluid balance) (2, 14), potentially
reducing the probability of achieving any PK/PD target. In intra-abdominal infections,
impaired tissue penetration and the presence of indwelling surgical drains may further
alter micafungin PK. Changes contributing to the high PK variability may significantly
alter drug dosing requirements (15, 16). Furthermore, Sinnollareddy et al. (2) reported
that non-target attainment with standard dosing of echinocandins may contribute to
the emergence of Candida resistance to echinocandins. In addition, Shields et al. (17)
found that intra-abdominal candidiasis plays a role as a hidden reservoir for the emer-
gence of echinocandin resistance. Together, these results suggest that conventional
dosing regimens may result in inappropriate drug exposure (2, 16).

To date, only one study has investigated micafungin PK in plasma and peritoneal
fluid in ICU patients with intra-abdominal fungal infections (18). This study reported a
low probability of PK/PD target attainment using standard dosing regimens for less
susceptible pathogens.

Thus, the goal of our study was to describe the PK of micafungin in both plasma
and peritoneal fluid from ICU patients with septic shock and secondary peritonitis.
Population PK analyses and Monte Carlo simulations were performed to determine the
optimal micafungin dosing regimen in ICU patients with septic shock and secondary
peritonitis.

RESULTS

Study population. Twelve patients admitted to the ICU for septic shock and sec-
ondary peritonitis were included in the study. For 6 out of 12 (50%) patients, peritoneal
cultures were positive for C. albicans (n=4), C. glabrata (n=1), C. kefyr (n=1), and C.
lusitaniae (n=1). The demographic, clinical, and biological data are shown in Table 1.
One patient (8%) had died by day 28 postinclusion.

Observed micafungin concentrations. Figure 1 shows the observed micafungin
concentrations in plasma and peritoneal fluid, while observed individual concentra-
tion-time profiles are shown in Fig. S1 in the supplemental material. In plasma, the
observed mean maximal concentration (C,.,) (standard deviation [SD]) is 8.45 (3.04)
mg/liter on the first day, versus 8.07 (3.31) mg/liter on the sampling day between days
3 and 5, and the observed mean total AUC,_,, (SD) is 91.73 (25.69) mg -h/liter on the
first day, versus 102.64 (49.60) mg -h/liter on the sampling day between days 3 and 5
(Fig. 1A). In peritoneal fluid, the observed mean C,,,., (SD) is 1.79 (0.80) mg/liter on the
first day, versus 2.36 (1.07) mg/liter on the sampling day between days 3 and 5, and
the observed mean total AUC,_,, (SD) is 21.88 (5.56) mg -h/liter on the first day, versus
44.90 (16.26) mg -h/liter on the sampling day between days 3 and 5 (Fig. 1B). Observed
Cnax Values were reached after the first 2 h in plasma and after the 8th hour in perito-
neal fluid.

From patients with both peritoneal and plasma concentrations available, the
observed AUC,_,, peritoneal fluid/plasma ratio indicated mean (SD) micafungin pene-
trations into the peritoneal fluid of 25% (5%) on the first day and 40% (8%) on the sam-
pling day between days 3 and 5 (Fig. 1C). All observed micafungin concentrations in
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TABLE 1 Data collected from intensive care unit patients®

Parameter Value [no. or median (min-max)]
Descriptive data
Sex (male/female patients) 7/5
Age (yrs) 71 (32-85)
Total body wt (kg) 64.8 (52-110)
Ht (cm) 171 (150-184)
Body mass index (kg/m?) 22.3(18.6-40.4)
Body surface area (m?) 1.8 (1.5-2.1)
Ideal body wt (kg) 64.7 (46.9-78)
Lean body wt (kg) 52.9(38.6-68.1)
Fat-free mass (kg) 52.5(34.2-67.1)
Adjusted body wt (kg) 68.2 (49.8-81.7)
Patients with past medical history of:
Hypertension 3
COPD 3
Type 2 diabetes 2
Others 7
Clinical data
SAPS II 40.5 (29-67)
SOFA score
Day 1 5(1-9)
Days 3-5 1(0-11)
Biological data
Albumin (g/liter)
Day 1 25.4(20.7-33.4)
Days 3-5 25.7(23.7-31.2)
ASAT (IU/liter)
Day 1 41 (13-126)
Days 3-5 51(17-73)
ALAT (IU/liter)
Day 1 26 (10-173)
Days 3-5 24 (10-100)
Lactate (mmol/liter)
Day 1 1.9(0.7-3.3)
Days 3-5 1.4(1.1-2.8)
Serum creatinine (umol/liter)
Day 1 94.5 (54-194)
Days 3-5 80 (37-601)
crCL (ml/min)
Day 1 70.3(15.2-101.3)
Days 3-5 87.2 (20.9-136)

9ALAT, alanine transferase; ASAT, aspartate transaminase; COPD, chronic obstructive pulmonary disease; crCL,
creatinine clearance using the Cockcroft-Gault equation; SAPS II, simplified acute physiology score II; SOFA
score, sequential organ failure assessment score.

plasma and peritoneal fluid are higher than the CLSI breakpoints (19) considering
0.064 mg/liter for C. glabrata and 0.25 mg/liter for C. albicans, C. tropicalis, and C. krusei,
against 90% of observations in plasma and only 40% in peritoneal fluid considering
the CLSI breakpoint of 2 mg/liter for C. parapsilosis (Fig. 1A and B).

PK model. The time course of plasma and peritoneal fluid concentrations of mica-
fungin (Fig. 1) was best described by a three-compartment linear PK model with first-
order distribution and clearance (CL) and a proportional-error model (Fig. S2) com-
pared to a two-compartment model (with a —2-log-likelihood [—2LL] decrease of 15.3;
P < 0.05). Interoccasion variability (IOV) on PK parameters did not improve the model
and therefore was not implemented. The only covariate retained in the final model
was FFM normalized to the median population value (to the power of ) on the total
micafungin CL and volume of the central compartment (V). The included covariate
was statistically significant at >3.84 (P<<0.05 by a chi-square test), with a —2LL
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FIG 1 Observed concentrations of micafungin over time. (A) Plasma (n = 171 samples for 12 patients,
with n = 90 on day 1 and n = 81 on days 3 to 5). (B) Peritoneal fluid (n = 42 samples for 6 patients,
with n = 20 on day 1 and n = 22 on days 3 to 5). Solid gray lines indicate CLSI breakpoints, such as
0.064 mg/liter (C. glabrata), 0.25 mg/liter (C. albicans, C. tropicalis, and C. krusei), and 2 mg/liter (C.
parapsilosis).

decrease of 10.8 (Fig. S4). The final model was described as follows: micafungin CL =
typical value of total CL x (FFM/52.5)'%5, and micafungin V. = typical value of V, x
(FFM/52.5)0%5,

The PK parameter estimates are shown in Table 2, and the support point, covari-
ance matrix, and correlation matrix are shown in Fig. S3. The goodness-of-fit plots for
the final model are shown in Fig. 2A and B (plasma and peritoneal fluid data, respec-
tively), and the visual predictive check (VPC) (plasma data) is shown in Fig. 2C.
However, the small sample size did not allow us to perform a VPC for peritoneal data.
Internal validation shows that 7% of the observed concentrations were outside the
90% prediction interval (P=0.30 by an exact binomial test), and the median concentra-
tion in plasma was closely estimated (4.90 mg/liter and 4.95 mg/liter for predicted and
observed concentrations, respectively). Although a VPC for peritoneal data was not fea-
sible, the median concentration in peritoneal fluid (90% confidence interval [Cl]) was
also closely estimated: 1.06 (0.55 to 3.30) mg/liter versus 1.09 (0.63 to 2.63) mg/liter for
predicted and observed concentrations, respectively. All these criteria confirmed the
acceptable performance of the model.

According to the model, the predicted mean C,,,., (SD) in plasma is 7.16 (2.90) mg/liter
on the first day, versus 8.34 (3.58) mg/liter on the sampling day between days 3 and 5,
and the predicted mean total AUC, ,, (SD) in plasma is 87.57 (21.66) mg - h/liter on the
first day, versus 117.96 (39.67) mg - h/liter on the sampling day between days 3 and 5.

TABLE 2 Population pharmacokinetic parameter estimates of the final model®

Estimate
Bootstrap analysis
Parameter Mean SD cv Var WtMed (95% CI) MAWD (95% CI)
CL (liters/h) 1.18 0.40 3347 0.16 1.03 (0.80-1.81) 0.13 (0.00-0.44)
V. (liters) 12.85 478 37.16 22.81 11.45 (8.63-20.26) 1.49 (0.00-5.81)
Ve (liters) 4.82 153 31.62 232 5.11(3.46-6.45) 0.74 (0.00-1.50)
v, (liters) 3.86 1.87 48.50 3.51 3.67 (2.00-6.65) 0.83 (0.00-2.12)
Qpe (liters/h) 0.04 0.01 25.54 0.00 0.04 (0.03-0.06) 0.00 (0.00-0.01)
Q, (liters/h) 5.89 261 4433 6.82 7.63 (2.00-8.00) 0.31 (0.00-2.96)
B.CL 1.25 0.59 46.95 0.35 1.51(0.75-1.65) 0.25 (0.00-0.74)
B.V, 0.66 0.57 86.13 0.32 0.81 (0.00-0.89) 0.08 (0.00-0.63)

a(l, confidence interval; CL, total clearance; CV, coefficient of variation; MAWD, median absolute weighted
deviation; Q, intercompartment clearance between the central and peripheral compartments; Q,.,
intercompartment clearance between the central and peritoneal compartments; SD, standard deviation; Var,
variance; V,, volume of distribution of the central compartment; V,, volume of distribution of the peripheral
compartment; V,,,, volume of distribution of the peritoneal compartment; WtMed, weighted median; 8.CL,
parameter factor of CL; B.V,, parameter factor of V.

July 2021 Volume 65 Issue 7 €02307-20

Antimicrobial Agents and Chemotherapy

aacasm.org 4

70

Downloaded from https://journals.asm.org/journal/aac on 17 June 2021 by 46.193.66.252.



Micafungin PK in Plasma and Peritoneal Fluid

A © | R-squared=0633 © o ¢ © ] R-squared=0825 © 07
Inter = 0.429 (95%C1-0.22611.08) Inter = 0,742 (95%C1 0.353 to 113 "
Slope = 0.883 (95%C1 0.7810 0.987) © o Slope =0.919 (95%C1 0.854100.984) 2 o
Bias =0.504 0.4 Bias =-0.217 ot
Imprecision =329

Imprecision =0.911 °

Observed concentrations
in plasma (mg/L)

15 15
B R-squared = 0.504 4 R-squared = 0.753 e
@ _ ¥ | Inter=0837(95%C10308100.968) 7 Inter = 0.317 (95%Cl 0.0637 t0 0.571)
5 d Slope = 0.535 (95%C10.363100.707) ,” o Slope = 0.905 (95%CI 0.737 to 1.07%5
=) Bias = 0.0643 ’ © | Bias=-0.405
g é ImprecisRn =3.15 ’ Imprecision =0.967
5=
g2
£Ex
°© 3 o
T C
g L
=
@
o -
2 c
S <
o
Population predicted concentrations (mg/L)
G
o e ‘
@ e . 1
I d
-% 4
g2 || L
o
g £ o é 0.95
Sw 2 I °
o £ g\ ¢ )
£ 2 3
23 D\ - \
.g c 4, % (N
kY] \ !
¥ o0
E
o 4
T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120
Time (h)

FIG 2 Internal validation: diagnostic plots for the final model. (A) Observed versus population and
individual predicted micafungin concentrations in plasma. (B) Observed versus population and
individual predicted micafungin concentrations in peritoneal fluid. (C) Visual predictive check (VPC)
for plasma concentrations. For panels A and B, the dashed line is the identity line, the filled lines is
the regression line, and circles are the calculated values. For panel C, solid lines are the 5th, 50th,
and 95th percentiles of the prediction interval; the gray area indicates the confidence intervals
around the 5th, 50th, and 95th percentiles; and circles are the observed concentrations.

Dosing simulations and fractional target attainment in plasma. Figure S5 shows
the simulated PK profiles in plasma for the different tested micafungin dosing regi-
mens. Steady-state concentrations are reached earlier using a reduced dosing interval
(2nd dose, at 12 h) or with a loading dose (2nd dose, at 24 h) than with the standard
daily dose (3rd dose, at 48 h). Probabilities of target attainment (PTAs) based on the
targeted total AUC, ,,/MIC ratio of 3,000 are shown in Fig. 3, and fractional target
attainment (FTA) values are displayed in Table 3. Optimal dosing regimens based on
FFM values and targeted Candida species are illustrated in Table 4. For empirical treat-
ment, a micafungin loading dose of 150 mg followed by a maintenance dose of
100 mg is sufficient for patients with an FFM of =30kg, whereas a loading dose of
200 mg followed by a maintenance dose of 150 mg is sufficient for patients with an
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FIG 3 Probability of PK/PD target attainment (PTA) over the first 48 h of treatment for different dosing regimens and different fat-free
masses (FFMs): 30 kg (black) and 70 kg (gray). The PTA was a total AUC,_,, (area under the curve from 0 to 24 h)/MIC ratio of >3,000.
LD, loading dose; MD, maintenance dose. The MIC was 0.004 to 0.250 mg/liter). A micafungin dosing regimen is successful if the FTA is
=>90%. EUCAST MIC distributions for C. albicans (susceptibility [S], 0.004 to 0.016 mg/liter), C. glabrata (S, 0.004 to 0.032 mg/liter), C.
tropicalis (S, 0.004 to 0.064 mg/liter), C. krusei (S, 0.032 to 0.250 mg/liter), and C. parapsilosis (S, 0.250 to 2.000 mg/liter) were used.

FFM of between 30 kg and 50 kg, or 200 mg with a reduced dosing interval (every 12 h
[q12h]) on the first day is required for patients with an FFM of >50 kg.

DISCUSSION

This study describes micafungin PK in plasma and peritoneal fluid in ICU patients
with proven or suspected septic shock and secondary peritonitis. High PK variability
and moderate penetration (25 to 40%) of micafungin into the peritoneal cavity are
observed. Also, the population PK analysis demonstrates that the standard 100-mg
dosing regimen of micafungin is sufficient to achieve the PK/PD target on the second
day of treatment only for the lowest FFM values (FFM of =60 kg for C. albicans, FFM of
=50kg for C. glabrata, and FFM of =30kg for C. tropicalis). Still, a dose escalation with
a loading dose of 150 mg or higher depending on the FFM of patients and the Candida
species is suggested to be effective from the first day of therapy. Micafungin dose opti-
mization can be achieved either using a loading dose or by reducing the dosing inter-
val with the same dose.

Altered PK has been commonly reported in ICU patients for many drugs, due to
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TABLE 3 Fractional target attainment for different dosing regimens for each Candida species®

Target attainment
ib 1l i %
fasing eulnent C. albicans C. glabrata C. tropicalis C. krusei C. parapsilosis

and FFM (kg) Day 1 Day 2 Day 1 Day 2 Day 1 Day 2 Day 1 Day 2 Day 1 Day 2
100 mg q24h
30
40
50
60
70

150 mg q24h
30
40
50
60
70

200 mg q24h
30
40
50
60
70

100mg q12h on day

1and then
100 mg q24h on
dayn+1

30

40

50

60

70

150 mg q12h on day

1 and then
150 mg g24h on
dayn +1

30

40

50

60

70

200 mg q12h on day

1 and then
200 mg g24h on
dayn+1

30

40

50

60

70

LD of 150 mg and
MD of 100 mg
q24h

30
40
50
60
70

(Continued on next page)
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TABLE 3 (Continued)

Target attainment

) ) C. albicans C. glabrata C. tropicalis C. krusei C. parapsilosis
Dosing regimen(s)

and FFM (kg) Day 1 Day 2 Day 1 Day 2 Day 1 Day 2 Day 1 Day 2 Day 1 Day 2
LD of 200 mg and
MD of 100 mg
q24h
30
40
50
60
70

LD of 200 mg and
MD of 150 mg
q24h

30

40

50

60

70 = = = = =

“Fractional target attainment (FTA) is the sum of the probability of target attainment (PTA) values determined at each MIC and the fraction of isolates found at that MIC. The

target was a total AUC, ,,/MIC ratio of >3,000. A micafungin dosing regimen is successful if the FTA is >90%. EUCAST MIC distributions for C. albicans (susceptibility [S],
0.004 to 0.016 mg/liter), C. glabrata (S, 0.004 to 0.032 mg/liter), C. tropicalis (S, 0.004 to 0.064 mg/liter), C. krusei (S, 0.032 to 0.250 mg/liter), and C. parapsilosis (S, 0.250 to
2.000 mg/liter) were used. LD, loading dose; MD, maintenance dose. Shading indicates FTA values of >90%.

pathophysiological changes (2, 16). Similarly, in our study, higher clearance (CL) (1.18
liters/h) and volume of distribution (V.) (12.85 liters) values have been observed with
lower drug exposure than in healthy subjects of 70 kg (CL, 0.73 liters/h; V, 14 liters) (8).
The micafungin clearance in our cohort was similar to the clearance reported for
cohorts of ICU patients on continuous venovenous hemofiltration (0.88 liters/h) or me-
chanical ventilation (1.34 liters/h) or with an intra-abdominal infection (1.09 and 1.27
liters/h) (18, 20-22).

Conventional dosing regimens used in the present study were associated with
moderate (25 to 40%) micafungin penetration into the peritoneum. The magnitude of
drug diffusion into the peritoneum mainly depends on drug plasma protein binding
and lipophilicity. These physicochemical properties determine the rates and extents of
tissue penetration and bioavailability within a tissue, organ, or fluid. Given its high pro-
tein binding, micafungin is likely to poorly diffuse into tissues. However, in the context
of inflammation and sepsis, increased permeability may be observed. Some amount of
drug bound to proteins that usually do not penetrate tissue could diffuse through the
peritoneal membrane in patients with peritonitis, adding to the higher penetration ra-
tio in this population. Otherwise, these results are consistent with micafungin perito-
neal penetration reported in a previous study by Grau et al. (18). The micafungin peri-
toneal penetration reported in the present study is also similar to the peritoneal
penetration of anidulafungin but slightly higher than that of caspofungin (23).
However, PK/PD target (AUC, ,,/MIC ratio) values have been defined in plasma (13),
whereas to our knowledge, no PK/PD target for peritoneal fluid has been determined.
Thus, we considered micafungin peritoneal concentrations above the MICs of the most
common Candida species as the minimal targeted tissue concentrations at the site of
infection. In the present study, all observed concentrations were above the CLSI break-
points (19) of 0.064 mg/liter for C. glabrata and 0.25 mg/liter for C. albicans, C. tropicalis,
and C. krusei in plasma and peritoneal fluid. However, fewer than half of the concentra-
tions were higher than the CLSI breakpoint of 2 mg/liter for C. parapsilosis in peritoneal
fluid. The lack of well-defined PK/PD targets together with the moderate penetration
of micafungin into peritoneal fluid may contribute to inadequate drug exposure at the
site of infection in addition to promoting the emergence of resistance of Candida spe-
cies (2, 17, 24-26). The next-generation echinocandin agent rezafungin (CD101) should
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TABLE 4 Optimal dosing regimens for different fat-free masses and for each Candida species®

[0.032 - 0.250 mg/L]

FFM (kg) 30 40 50 60 70

C. spp. [S]

C. albicans LD200-MD1so
[0.004 - 0.016 mg/L] or

Dl1so

C. glabrata LD200-MDiso

[0.004 - 0.032 mg/L) or
Dliso

C. tropicalis LD200-MD1so

[0.004 - 0.064 mg/L] or Dl200
Dliso
C. krusei

C. parapsilosis
[0.250 - 2.000 mg/L]

Empirical

treatment LD200-MD1so Dl20o

9FFM, fat-free mass; C.spp., Candida species; DI,, dosing interval (day 1, x milligrams q12h; day n + 1, x milligrams q24h); LD, -

MD_,, loading dose (x 1 mg) and maintenance dose q24h (x2 mg); S, susceptibility.

be investigated in intra-abdominal fungal infections as results from animal models
show good penetration of this echinocandin in tissues, including abdominal abscesses,
versus micafungin (27).

Previous studies found total body weight as a determinant covariate to explain
interindividual micafungin variability (18, 20, 22, 28). Conversely, in the present study,
FFM better related size to PK than total body weight. As FFM depends on sex, body
mass, and height, it could represent an interesting alternative parameter to adjust
drug dosing in critically ill populations (29).

According to our simulation analyses, the standard dose of 100 mg daily reached
the FTA of >90% on the second day of treatment for C. albicans (FFM, 60 kg), C. glab-
rata (FFM, 50kg), and C. tropicalis (FFM, 30 kg). However, none of the dosing regimens
tested reached the FTA of >90% for C. krusei and C. parapsilosis (MIC distributions of
0.032 to 0.250 mg/liter and 0.250 to 2.000 mg/liter, respectively), as shown in previous
studies (30-32). Also, the suggested dosing regimens of micafungin should not reach
an FTA of >90% for rare species such as C. kefyr and C. lusitaniae considering their
equal or high MIC compared to C. krusei (33). It is of note that despite a specific lower
AUC/MIC ratio target for C. parapsilosis, no species-related differences in treatment out-
comes and high success rates, including for intra-abdominal infections caused by C.
parapsilosis, have been reported with the 100-mg standard dose (34). Still, careful
attention is required for C. krusei and C. tropicalis in regard to their higher mortality
rates (11, 12). Hence, a dose escalation is needed to reach PK/PD targets in plasma and

July 2021 Volume 65 Issue7 €02307-20

Antimicrobial Agents and Chemotherapy

aacasm.org 9

75

Downloaded from https://journals.asm.org/journal/aac on 17 June 2021 by 46.193.66.252.



Garbezet al.

the peritoneal cavity, where higher concentrations would be achieved. Dose adjust-
ments have been established in previous studies (8, 20, 28, 31, 35, 36). The findings of
the present study bring new insights into micafungin dose optimization for suspected
intra-abdominal fungal infections to ensure adequate concentrations in the abdominal
cavity and to prevent the emergence of resistance due to an inadequate initial antifun-
gal regimen (2, 17, 24-26).

There are several limitations to this study. First, the small cohort of patients may
have prevented us from finding correlations between covariates (serum albumin level
and sequential organ failure assessment [SOFA] score) and PK parameters and
adequately investigating interoccasion variability. Hence, further larger multicenter
studies focusing on peritoneal concentrations of micafungin in ICU patients are
required to adequately investigate correlations between covariates and PK parameters
on one hand and peritoneal concentrations and patient outcomes on the other hand.
Second, peritoneal samples are more challenging to collect, leading to a smaller sam-
ple size than for plasma samples. Nevertheless, population PK analysis enables sparse
sampling, and the model adequately handled peritoneal data. Third, given the high
protein binding of micafungin, measuring unbound concentrations of micafungin may
be informative. However, even when using very sensitive ultrahigh-pressure liquid
chromatography-tandem mass spectrometry (UHPLC-MS/MS), such assays remain
highly challenging and were not available for this study. Fourth, as no predefined PK/
PD target in the peritoneum has been defined, we chose an arbitrary target of perito-
neal concentrations above the CLSI breakpoints of different Candida species. Defining
infection site-specific PK/PD targets for echinocandins is urgently needed.

In conclusion, there is moderate penetration of micafungin into the peritoneal cav-
ity (25 to 40%). Therapeutic exposure in both plasma and peritoneal fluid is needed to
ensure favorable outcomes and prevent the emergence of resistance. Dose escalation
(by either increasing the loading dose or reducing the dosing interval) depending on
the FFM of patients and the Candida species is suggested by dosing simulations in sep-
tic patients with intra-abdominal infections.

MATERIALS AND METHODS

Setting. This was a prospective, single-center PK trial (ClinicalTrials.gov identifier NCT02805049).
According to French law, ethics approval was obtained from the local ethics committee of Nimes
(Comité de Protection des Personnes Sud-Méditerranée Il 2012.02.05) (37). Written informed consent
was obtained from either the patient or their designated substitute decision-maker.

Study population. Patient eligibility criteria for the study were (i) ICU admission for septic shock
with secondary peritonitis and (ii) clinical indication for micafungin therapy. Exclusion criteria were (i)
pregnancy, (b) a history of allergy to or contraindication for micafungin, or (iii) known seropositivity for
human immunodeficiency viruses (HIVs) or hepatitis C virus or known history of having contracted tu-
berculosis (for limiting laboratory assay contamination risks).

Study protocol. A dosing regimen of 100 mg micafungin once daily was administered intravenously
over 1h as part of empirical antimicrobial therapy for septic shock with proven or suspected intra-ab-
dominal fungal infection. Both blood samples and peritoneal fluid samples collected from surgical drains
were drawn on day 1 and between day 3 and day 5 of therapy. Before each peritoneal sample was
obtained, the reservoir of the drain was emptied, and fresh peritoneal fluid was drained into it. These
samples were used to determine total plasma and peritoneal micafungin concentrations at baseline
(predose) and 1, 1.5, 2, 4, 6, 12, and 24 h after the start of micafungin infusion.

Sample handling and storage. Blood samples (n=171 for 12 patients, with n=90 on day 1 and
n=81 on days 3 to 5) and peritoneal fluid samples (n =42 for 6 patients, with n=20 on day 1 and n=22
on days 3 to 5) were immediately placed on ice, centrifuged at 3,000 rpm for 10 min, and then stored at
—80°C. Samples were transported (with a temperature log on dry ice) by a commercial courier company
to The University of Queensland Centre of Clinical Research, The University of Queensland, Brisbane,
Queensland, Australia, for analysis.

Drug assay. Total micafungin concentrations in plasma and peritoneal fluid were measured by a
validated ultrahigh-pressure liquid chromatography-tandem mass spectrometry (UHPLC-MS/MS)
method, from 0.1 to 20 mg/liter, on a Shimadzu Nexera 2 UHPLC device coupled to a Shimadzu 8050 tri-
ple-quadrupole mass spectrometer (Shimadzu, Kyoto, Japan). The stationary phase was a C, Kinetex 50-
by 2.1-mm, 1.7-um column (Phenomenex, Torrance, CA, USA) operated at room temperature. Mobile
phase A was 0.1% (vol/vol) formic acid in 10mM ammonium formate, and mobile phase B was 100%
acetonitrile with 0.1% (vol/vol) formic acid. The mobile phase was delivered with a gradient from 5% to
60% mobile phase B at a flow rate of 0.4 ml/min for a 3.7-min run time and produced a back pressure of
approximately 6,000 Ib/in®. Calibrators were prepared by diluting micafungin (Toronto Research
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Chemicals, Toronto, Canada) in plasma at concentrations of 0.1, 0.2, 0.5, 1, 2, 5, 10, and 20 ug/ml. Quality
controls (QCs) were prepared by diluting a separate weighing of micafungin in a separate batch of
plasma at concentrations of 0.3, 3, and 15 ug/ml. Calibrators and QCs were stored in individual tubes at
—80°C and discarded after use. Calibrators and QCs in duplicate were included in every batch, and ac-
ceptance criteria were applied (38). The overall intra- and interday precisions and accuracies were within
15%. The assay was linear over the concentration range of 0.1 to 20 mg/liter, with 0.1 mg/liter being the
lower limit of quantification (LLOQ) of the method. These concentrations, obtained at the beginning of
therapy, were considered equal to 0 mg/liter.

Data collection. For all patients included, the following demographic and clinical data were recorded:
age, sex, total body weight, height, simplified acute physiology score Il (SAPS II) (39) at ICU admission,
modified sequential organ failure assessment (SOFA) score at ICU admission and on the sampling day,
past medical history, biological data (serum albumin concentration, serum lactate concentration, serum al-
anine and aspartate aminotransferase [ALAT and ASAT, respectively] concentrations, serum creatinine con-
centration, and timed urinary creatinine clearance [crCL] calculation), and infection-related data.

PK analyses. The concentration-time data were analyzed using a nonparametric adaptive grid
(NPAG) algorithm within the freely available Pmetrics software package for R (40, 41). PK models with
two and three compartments were tested, including additive and proportional-error models.
Interoccasion variability (I0V) was tested on CL, V,, V., (volume of distribution of the peritoneal com-
partment), and V,, (volume of distribution of the peripheral compartment). The total AUC, ,, was deter-
mined from the posterior pharmacokinetic parameter estimates using the noncompartmental function
in Pmetrics.

Sample size. Based on the findings in similar population PK studies (18), a sample population size of
=10 was found to be necessary to provide robust and realistic PK prediction (42) with bias and precision
of PK predictions below 25% (predictions were considered acceptable if bias/precision for the mean and
variability of PK parameters were <25%). A sample size of 12 patients was considered appropriate to
take into account sample dropout.

Population PK covariates. Age, total body weight, SOFA score on sampling days, serum albumin
concentration, serum lactate concentration, serum ALAT and ASAT concentrations, and size descriptors
(body mass index, body surface area, ideal body weight, lean body weight, fat-free mass [FFM], and
adjusted body weight) (43) were evaluated as clinically relevant and physiologically plausible covariates.
The selection of these covariates was performed using a stepwise multivariate linear regression analysis,
with forward inclusion and backward elimination, to quantify the correlation between covariates and PK
parameters.

Population PK model diagnostics. Model selection was initially based on the objective function
value computed as the —2-log likelihood (—2LL) or on the Akaike information criterion (AIC), where a
decrease in the —2LL and/or AIC of =3.84 was considered significant (P < 0.05 by a chi-squared test [1
degree of freedom]). In addition, the goodness of fit was assessed by linear regression, with observed-
predicted plots and coefficients of variation of PK parameters. Evaluation of the predictive performance
was based on the mean prediction error (bias) and the mean bias-squared prediction error (imprecision)
of the population and individual prediction models. Finally, internal validation of the model was per-
formed using bootstrap resampling methods (n=1,000) and visual predictive checks (VPCs) in order to
obtain predicted median concentrations and 90% prediction intervals.

Monte Carlo simulation of plasma concentrations and probability of target attainment.
Micafungin dosing regimens were assessed using the probability of PK/PD target attainment (PTA) for
the first 48 h of therapy (6, 12). According to the preclinical model, the following threshold has been
identified as the PK/PD target for efficacy: a non-species-related target of a total AUC,_,,/MIC ratio of
>3,000 for all Candida species (1-log kill/24 h) (13). Monte Carlo simulations of plasma micafungin con-
centrations (n=1,000) were performed using the final PK model according to several FFM values (30, 40,
50, 60, and 70 kg) and for nine dosing regimens: 100/150/200 mg g24h, 100/150/200 mg ¢12h on day 1
followed by 100/150/200 mg q24h, a loading dose of 150/200 mg followed by a maintenance dose of
100 mg, or a loading dose of 200 mg followed by a maintenance dose of 150 mg g24h.

Fractional target attainment. Fractional target attainment (FTA) was performed by comparing the
PTA against the EUCAST MIC distributions for C. albicans (susceptibility [S], 0.004 to 0.016 mg/liter), C.
glabrata (S, 0.004 to 0.032mg/liter), C. tropicalis (S, 0.004 to 0.064 mg/liter), C. krusei (S, 0.032 to
0.250 mg/liter), and C. parapsilosis (S, 0.250 to 2.000 mg/liter) (https://mic.eucast.org/). A dosing regimen
was considered optimal if the fractional target attainment was =90%.

SUPPLEMENTAL MATERIAL

Supplemental material is available online only.
SUPPLEMENTAL FILE 1, PDF file, 0.7 MB.
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9.2 Article 3 : Analyse PK de population de la caspofungine dans le plasma
et le liquide péritonéal chez des patients atteints de sepsis secondaire a

une péritonite
9.2.1 Résumé

Cette étude vise a décrire la PK de la caspofungine dans le plasma et le fluide péritonéal chez
des patients septiques avec une infection intra-abdominale recevant le schéma posologique
standard de la caspofungine. Cette étude est complémentaire a I’étude de Gioia et al. [175]
basée sur une analyse non compartimentale (modeéle indépendant), qui a déterminé une

pénétration de la caspofungine de I'ordre de 13 % dans la cavité péritonéale.

Un total de 11 profils PK a permis de construire un modéle de PKpop sur le logiciel Pmetrics.
La PK de la caspofungine a été le mieux décrit dans le plasma et dans le fluide péritonéal en
utilisant un modeéle a trois compartiments. Ce dernier inclut la FFM comme covariable sur la
clairance totale et le volume de distribution central, dont les paramétres moyens estimés (SD)
sont 0,78 (0,17) L/h pour CL: et 9,36 (2,61) L pour Vc. Au premier jour de traitement, le ratio
des expositions péritonéale/plasma est de 33 % (8 %). De plus, les simulations de Monte Carlo
indiquent que le schéma posologique standard de la caspofungine permet d’atteindre la cible
PK/PD des espéces Candida les plus sensibles chez les patients ayant une FFM < 50 kg.
Enfin, les concentrations péritonéales sont au-dessus des CLSI breakpoints pour C. glabrata

(0,12 mg/L) et pour C. albicans, C. tropicalis et C.krusei (0,25 mg/L) [70].

En conclusion, ce travail a permis de décrire une pénétration modérée de 33 % de la
caspofungine au sein de la cavité péritonéale. Bien que toutefois supérieure a celle retrouvée
dans I'étude de Gioia et al., elle est similaire a celle de I'anidulafungine et la micafungine
[174,175]. En considérant la grande variabilité PK de la caspofungine, une dose de charge de
100 mg est suggérée pour les patients ayant une FFM > 50 kg afin d’atteindre la cible PK/PD

pour les especes Candida les plus sensibles.
9.2.2 Article 3

Cet article a été publié dans le journal Clinical Pharmacokinetics. Les matériels

supplémentaires sont présentés en annexe 3.
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Abstract

Objectives The aim of this study was to report the pharmacokinetics (PK) of caspofungin in plasma and peritoneal fluid and
to identify optimal dosing strategies in septic patients with intra-abdominal infections.

Methods Eleven patients with secondary peritonitis with septic shock received the standard dosing regimen of caspofungin.
Total caspofungin plasma and peritoneal concentrations were subject to a population PK analysis using Pmetrics®. Monte
Carlo simulations were performed considering the ratio of 24-h total drug exposure above the minimum inhibitory concen-
tration (AUC,,/MIC) in plasma and comparing simulated concentrations versus MIC in peritoneal fluid.

Results Fat-free mass (FFM) was retained in the final model of caspofungin, reporting a total clearance (standard deviation)
of 0.78 (0.17) L/h and a central volume of distribution of 9.36 (2.61) L. The peritoneal fluid/plasma ratio of caspofungin was
33% on the first day of therapy (AUC,, 73.92 (21.93) and 26.03 (9.88) mg*h/L for plasma and peritoneal data, respectively).
Dosing simulations supported the use of standard dosing regimens for patients with an FFM < 50 kg for the most susceptible
candida species (C. albicans and C. glabrata). For higher FFM, a loading dose of 70 or 100 mg, with a maintenance dose
of 70 mg, reached AUC,,/MIC ratios for these species.

Conclusions There is moderate penetration of caspofungin into the peritoneal cavity (33%). For empirical treatment, a dose
escalation of 100 mg loading dose on the first day is suggested for higher FFM to ensure adequate concentrations into the
abdominal cavity for the most susceptible candida species.
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There is moderate penetration of caspofungin into the
peritoneal cavity (33 + 8%).

The standard dose of caspofungin enables the pharma-
cokinetic/pharmacodynamic target of the most suscepti-
ble species (C. albicans and C. glabrata) to be reached
for patients with fat-free mass < 50 kg. For higher FFM,
dose escalation up to a loading dose of 100 mg on the
first day is suggested.

1 Introduction

Echinocandins are recommended as first-line treatment for
invasive candidiasis, including candidemia or fungal peri-
tonitis, in critically ill patients [1, 2]. In this population,
fungal-related septic shock greatly increases morbidity and
mortality, especially with secondary peritonitis [3-8], where
Candida species are the most frequently isolated pathogen.
Thus, adequate initial antifungal treatment is essential to
improve the prognosis of intensive care unit (ICU) patients
with invasive fungal infections (IFlIs) [4, 7, 9].

Caspofungin, an echinocandin, exhibits a broad spec-
trum fungicidal activity against Candida species, a pro-
longed post-antifungal effect [10]. According to the pack-
age insert, the standard dosing regimen of caspofungin is a
loading dose of 70 mg followed by a maintenance dose of
50 mg for patients with a body weight < 80 kg, and 70 mg
daily for patients with a body weight > 80 kg. However, in
critically ill patients, the pharmacokinetics (PK) of drugs
can be altered by several pathophysiological changes (sep-
sis, hepatic and/or renal dysfunction, extracorporeal organ
support, hypoalbuminemia, altered capillary permeability,
fluid balance) [11, 12], potentially reducing the probability
of achieving PK/pharmacodynamic (PD) targets. In intra-
abdominal infections (IAls), impaired tissue penetration and
the presence of indwelling surgical drains may alter caspo-
fungin PK [13]. These changes, contributing to the high PK
variability observed in this population, may significantly
alter drug dosing requirements [14-17].

Five species of Candida are commonly identified: C.
albicans, C. parapsilosis, C. glabrata, C. tropicalis and C.
krusei [6, 18-20]. Although C. albicans is still the leading
cause of intra-abdominal candidiasis, an increase in Candida
non-albicans-related infections has been observed in ICUs
[21]. According to in vivo studies from a murine model,
the most relevant PK/PD target in plasma associated with
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outcome is the ratio of 24-h total drug exposure above the
minimum inhibitory concentration (AUC,,/MIC), with spe-
cies- and drug-related targets [22]. With high PK variability
in ICU patients, target attainment with standard dosing of
echinocandins has been difficult to reach, potentially contrib-
uting to the emergence of candida resistance to echinocan-
dins [11]. Furthermore, Shields et al. [23] found that intra-
abdominal candidiasis plays the role of a hidden reservoir for
the emergence of echinocandin resistance. Together, these
results suggest that conventional dosing regimens may result
in inappropriate drug exposure [11, 15, 24, 25].

To date, only one study has investigated caspofungin PK
a non-compartmental analysis in plasma and peritoneal fluid
in ICU patients with fungal IAIs [26]. This study reported
moderate penetration of caspofungin into the peritoneal
fluid in these patients, which could lead to the emergence of
resistance in this population.

Thus, the aim of this study was to describe the PK of
caspofungin by compartmental analysis in both plasma
and peritoneal fluid in ICU patients with septic shock and
secondary peritonitis. For this population, population PK
analysis and Monte Carlo simulations were performed to
determine the optimal caspofungin dosing regimen.

2 Materials and methods
2.1 Setting

This was a prospective, monocentric PK trial (ClinicalTri-
als.gov NCT 02805049). According to French law, ethics
approval was obtained from the local Ethics Committee of
Nimes (Comite de Protection des Personnes Sud-Mediter-
ranée III 2012.02.05) [27]. Written informed consent was
obtained from either the patients or their designated substi-
tute decision makers.

2.2 Study Population

Patient eligibility criteria for the study were (1) ICU admis-
sion for septic shock with secondary peritonitis, and (2)
clinical indication for caspofungin therapy [28]. Exclusion
criteria were (1) pregnant women, (2) patients with a history
of allergy or contraindication to caspofungin, or (3) patients
with known seropositivity to the human immunodeficiency
viruses (HIVs) or hepatitis C, or known to have contracted
tuberculosis (for limiting laboratory assay contamination
risks).

2.3 Study Protocol

A dosing regimen of a caspofungin 70 mg loading dose
followed by a 50 mg maintenance dose for patients with a
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total body weight (TBW) < 80 kg, or a 70 mg maintenance
dose for patients with a TBW > 80 kg, was administered
intravenously over 1 h as part of the empirical antimicrobial
therapy for septic shock with proven or suspected fungal IAL
Blood samples were drawn on day 1 for the first occasion
and between days 3 and 4 of therapy for the second occa-
sion, while peritoneal fluid samples collected from surgical
drains were drawn on day 1 of therapy. Before each peri-
toneal sample was obtained, the reservoir of the drain was
emptied and fresh peritoneal fluid was collected over the
sample period. These samples were used to determine total
plasma and peritoneal caspofungin concentrations at base-
line (predose) and 1, 1.5, 2, 4, 6, 12, and 24 h after the start
of the caspofungin infusion.

2.4 Sample Handling and Storage

Blood samples [n = 159 for 11 patients with n(day 1) = 84
and n(day 3—4) = 75] and peritoneal fluid samples [n = 29
samples for 5 patients with n(day 1) = 22 and n(day 3—4)
= 7] were immediately placed on ice and centrifuged at
3000 rpm for 10 min and then stored at —80 °C. Peritoneal
fluid samples were difficult to obtain as surgical drains were
removed in most patients before day 3 or 4, which resulted in
a smaller number of peritoneal samples than blood samples.
Samples were transported (with a temperature log on dry
ice) by a commercial courier company to the University of
Queensland Centre of Clinical Research, The University of
Queensland, Brisbane, QLD, Australia, for analysis.

2.5 Drug Assay

Total caspofungin concentrations in plasma and perito-
neal fluid were measured using a validated ultra-high pres-
sure liquid chromatography—tandem mass spectrometry
(UHPLC-MS/MS) method, from 0.1 to 20 mg/L, on a Shi-
madzu Nexera 2 UHPLC coupled with a Shimadzu 8030+
triple quadrupole mass spectrometer (Shimadzu, Kyoto,
Japan). Clinical samples were assayed alongside calibrators
and quality controls and met batch acceptance criteria [29].
The overall intra- and interday precision and accuracy were
within 15%. The assay was linear over the concentration
range of 0.1-20 mg/L, with 0.1 mg/L being the lower limit
of quantification (LLOQ) of the method. Concentrations
below the LLOQ, obtained at the beginning of the therapy,
were set to 0 mg/L.

2.6 Data Collection

In all patients included, the following demographic and
clinical data were recorded: age, sex, body weight, height,
Simplified Acute Physiology Score II (SAPS II) [30] at ICU
admission, modified Sequential Organ Failure Assessment

(SOFA) [31] score at ICU admission and on each sampling
day, past medical history, biological data (serum albumin
concentration, serum lactate concentration, serum alanine
aminotransferase (ALAT) and aspartate aminotransferase
(ASAT) concentrations and infection-related data.

2.7 Pharmacokinetic (PK) Analyses

The concentration-time data were analysed using a non-par-
ametric adaptive grid (NPAG) algorithm within the freely
available Pmetrics software package for R (Los Angeles,
CA, USA) [32, 33]. PK models with two and three compart-
ments were tested, including additive and proportional error
models. Penetration into the peritoneal cavity on day 1 was
assessed by observed AUC,, peritoneal fluid/plasma ratio
calculated from patients with both peritoneal and plasma
concentrations available. On days 3 and 4, insufficient data
from the peritoneum were available to calculate this ratio.

2.8 Population PK Covariates

Age, body weight, sex, SOFA score on sampling days, serum
albumin concentration, serum lactate concentration, serum
ALAT and ASAT concentrations, and size descriptors (body
mass index, body surface area, ideal body weight, lean body
weight, fat-free mass [FFM], adjusted body weight) [34]
were evaluated as clinically relevant and physiologically
plausible covariates affecting caspofungin PK. Selection
of these covariates was performed using a stepwise mul-
tivariate linear regression analysis, with forward inclusion
and backward elimination, to quantify correlation between
covariates and PK parameters.

To note, FFM was calculated from the study of Holford
and Anderson [34] using the following equation (Eq. 1):

TBW £
WHS,, x HT? + TBW |

FFM = WHS,,, X HT? x [

where WHS, ., is the maximum FFM for any given height
(HT, m) and WHS;, is the TBW value when FFM is half of
WHS,, ... For men, WHS,_,, is 42.92 kg/m? and WHS, is
30.93 kg/m?, and, for women, WHS,, is 37.99 kg/m? and
WHS, is 35.98 kg/m?.

2.9 Population PK Model Diagnostics

Model selection was initially based on the objective func-
tion value computed as —2 log likelihood (—2LL) or on
the Akaike information criterion (AIC), where a decrease
in —2LL and/or AIC of > 3.84 was considered significant
(Chi-square, 1 degree of freedom, p < 0.05). In addition,
goodness of fit was assessed using linear regression, with
observed-predicted plots and coefficients of variation of PK
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parameters. Evaluation of the predictive performance was
based on the mean prediction error (bias) and the mean bias-
squared prediction error (imprecision) of the population and
individual prediction models. Finally, internal validation of
the model was performed using bootstrap resampling meth-
ods (n = 1000) and visual predictive checks (VPCs).

2.10 Monte Carlo Simulations and Probability
of Target Attainment

Monte Carlo simulations were made from the final PK
model, including the FFM covariate. All PK parameters
and their variability, as illustrated in Table 3, were used for
these simulations in order to predict caspofungin PK in the
ICU population. Based on these results, caspofungin dos-
ing regimens were assessed using the probability of PK/
PD target attainment (PTA) for the first 48 h of therapy [7,
20]. The 90% confidence interval of the PTA was included
to consider the uncertainty of the PK parameters (electronic
supplementary material [ESM] S6) [35]. According to in
vivo studies from A murine model, the following threshold
has been identified as the PK/PD target for efficacy: an AUC
24/MIC ratio of 865 for 1-log kill of C. albicans, an AUC
24/MIC ratio of 450 for 1-log kill of C. glabrata, and an
AUC,,/MIC ratio of 1185 for 1-log kill of C. parapsilosis
[22]. Monte Carlo simulations (z = 1000) were performed
using the final PK model according to different values of
the retained covariate and for nine dosing regimens based
on a 1 h intravenous infusion: a loading dose of 50/70/100
mg followed by a maintenance dose of 50 mg, a loading
dose of 70/100/150 mg followed by a maintenance dose of
70 mg, and a loading dose of 100/150/200 mg followed by
a maintenance dose of 100 mg.

2.11 Fractional Target Attainment

Fractional target attainment (FTA) was performed by com-
paring the PTA against an MIC distribution for C. albicans
(susceptibility [S]: 0.008-0.125 mg/L, C. glabrata (S:
0.016-0.125 mg/L), and C. parapsilosis (S: 0.064-0.500
mg/L). A dosing regimen was considered optimal if the FTA
was > 90%. Of note, these MIC distributions were estab-
lished between 2003 and 2015 in different countries and
were published by Pfaller et al. [36, 37].

3 Results
3.1 Study Population
During the study period, 11 septic patients were included

from a mixed ICU (no hematological or transplant patients
were included) due to bowel rupture (n = 3), perforated ulcer
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(n =7) or trauma (n = 1), and with a proven (n = 1) or
suspected (n = 10) fungal IAL Two of these patients were
undergoing continuous renal replacement therapy. The
demographic, clinical, and biological data of the patients
are detailed in Table 1.

3.2 Caspofungin Observed Concentrations

Observed plasma and peritoneal fluid concentration-time
data are displayed in Fig. 1, while individual observed con-
centration-time profiles are shown in ESM S1. Observed PK
parameters on day 1 (time to reach maximum concentration
[T ax], maximum concentration [C,,,, ], AUC,,) are dis-
played in Table 2. Observed mean T, ,, (standard deviation
[SD]) was 1 h (0.5) in plasma versus 12 h (1.5) in peritoneal
fluid, while the observed mean caspofungin exposure was
73.93 mg h/L (21.93) in plasma and 26.03 mg h/L (9.88)
in peritoneal fluid. From patients with both peritoneal and
plasma concentration available, the observed AUC,, peri-
toneal fluid/plasma ratio indicated a mean (SD) micafungin
penetration into peritoneal fluid of 33% (8%) on day 1.

Table 1 Data collected from intensive care unit patients

Descriptive data

Sex (male/female) 5/6

Age (years) 67 [33-88]
Total body weight (kg) 87 [45-109]
Height (cm) 172 [150-192]
Body mass index (kg/mz) 28.4 [19.8-40.3]
Body surface area (m?) 2.0 [1.4-2.4]
Ideal body weight (kg) 62.8 [46.9-85.1]
Lean body weight (kg) 50.8 [34.8-78.6]
Fat-free mass (kg) 52.5(30.5-77.3)
Adjusted body weight (kg) 71.2 [46.2-94.7]
Clinical and biological data

SAPS 1l score 38 [24-77]
SOFA score 7[0-12]
Albumin (g/L) 29 [23.6-34.4]
ASAT (UIL) 41 [13-762]
ALAT (UIL) 48.5 [8-464]
Lactate (mmol/L) 1.5[0.9-5.9]
Past medical history

Hypertension 3

COPD 2

Type 2 diabetes 2

Others 7

Data are expressed as n or median [minimum-maximum]

ALAT alanine transaminase, ASAT aspartate transaminase. SAPS II
score Simplified Acute Physiology Score II, SOFA score Sequential
Organ Failure Assessment score, COPD chronic obstructive pulmo-
nary disease
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Fig. 1 Observed concentration A Plasma B Peritoneal fluid
of caspofungin over time. a
Plasma [# = 159 samples for 11 © _ o
patients with n(day 1) = 84 and . x
n(day 3-4) = 75]. b Peritoneal e J -~ @
fluid [n = 29 samples for 5 = ; =
patients with n(day 1) =22 % e o ‘E“ @ - "
and n(day 3-4) = 7]. Solid S 2 B
grey lines represent the CLSI B 243 : S 7
breakpoint, i.e. 0.12 mg/L g s T . § o | o
(Candida glabrata), 0.25 mg/L g @3 : £ &7 .+ .o
(C. albicans, C. tropicalis, c - (4 * 2 % c w |, " . .
and C. krusei), and 2 mg/L (C. e 1 ¥ 5 e ~ 7% .
parapsilosis). CLSI Clinical and 2 < 4 :i;' 2ee * 2 o |* .
Laboratory Standards Institute & Sie 278 IR g *4
O o - -» - ! : A 5 : ! . (&} g .
& o ' 4 . . g ] .'.
I T T T 1 T T T T 1
0 24 48 72 96 0 24 48 72 96
Time (h) Time (h)

Table2 Pharmacokinetic PK parameter Plasma [n = 11] Peritoneal fluid [n = 4] PE/PL ratio (%)
parameters of observed
caspofungin concentration on T () 1405 12+ 15 1125+15
oyl Cprax (M/L) 9.04 +3.11 1.84 +0.85 17+6

AUC,, (mgh/L) 73.92 + 21.93 26.03 + 9.88 33+8

24

Results are expressed as mean + standard deviation. The PE/PL ratio was calculated from patients with
both peritoneal and plasma concentrations available

AUC,, total area under curve from time zero to 24 h, C,,,, maximal caspofungin concentration, » number
of patients, PL plasma, PE peritoneal fluid, PK pharmacokinetic, 7,,,,, time to reach C, .

Table 3 Population

e Parameter estimates Mean SD Cv Var Bootstrap analysis

pharmacokinetic parameter

estimates of the final model WtMed (95% CI) MAWD (95% CI)
CL (L/h) 0.78 0.17 21.13 0.03 0.73 [0.69-1.11] 0.01 [0.00-0.06]
Ve (L) 9.36 2.61 27.87 6.80 9.68 [7.28-12.47] 0.76 [0.00-3.16]
Vpe (L) 4.69 1.51 32.18 228 3.98 [3.94-6.00] 0.00 [0.00-2.06]
Vp (L) 4.87 190  39.04 362  4.49[3.32-7.36] 0.73 [0.00-2.06]
Qpe (L/h) fixed 0.10 - - - - -
Qp (L/h) 1.95 0.93 47.54 0.86 1.50 [1.28-3.00] 0.21 [0.00-1.13]
p.CL 0.98 0.76 77.47 0.58 1.30 [0.00-1.76] 0.05 [0.00-0.71]
B.Ve 1.08 0.37 34.37 0.14 1.15 [0.79-1.60] 0.05 [0.00-0.47]

CI confidence intervals, CL total clearance, CV coefficient of variation, MAWD median absolute weighted
deviation, Qp intercompartment clearance between the central and peripheral compartment, Qpe intercom-
partment clearance between the central and peritoneal compartment, SD standard deviation, Var variance,
Ve volume of distribution of the central compartment, Vp volume of distribution of the peripheral compart-
ment, Vpe volume of distribution of the peritoneal compartment, WitMed weighted median, f5.CL parameter
factor of CL, f. Ve parameter factor of Ve

In peritoneal fluid, all observed concentrations were ~ (CLSI) breakpoint [38] of 0.12 mg/L (C. glabrata),
above the Clinical and Laboratory Standards Institute = 91% were above the CLSI breakpoint of 0.25 mg/L (C.
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albicans, C. tropicalis, and C. krusei), and 13 % were
above the CLSI breakpoint of 2 mg/L (C. parapsilosis).

3.3 PK Model

The final model was a three-compartment model with linear
elimination from the central compartment and with a pro-
portional error model (ESM S2). The FFM normalized to
the median population value (to the power of f) applied to
the total caspofungin clearance (CL) and volume of distribu-
tion of the central compartment (Vc) was the only covariate
that statistically improved the model (Chi-square, p < 0.05),
with a —2LL decrease of 10.8 (ESM S3 and S4), and was
therefore included in the final model as described below
(Egs. 2 and 3):

Caspofungin CL = typical value of total CL x (FFM/52.5)"%,
@)

Caspofungin V¢ = typical value of Ve x (FFM/52.5)"%,
3
The PK parameter estimates are shown in Table 3. The
diagnostic plots confirmed that the goodness of fit of the
model was acceptable, despite a trend to underpredict peri-
toneal concentrations on the first day. Observed versus popu-
lation and individual predicted concentrations and VPC of
plasma and peritoneal data are shown in Fig. 2. The final
model was used for dosing simulations.

3.4 Dosing Simulations and Fractional Target
Attainment

ESM S5 shows the simulated PK profiles in plasma of the
different tested caspofungin dosing regimens. PTAs based
on the targeted total AUC,,/MIC ratio of 450 (C. glabrata),
865 (C. albicans), and 1185 (C. parapsilosis) are shown in
Figs. 3, 4, and 5, while ESM S6 illustrates the uncertainty
of PK parameters on the PTA.

FTA is displayed in ESM S7. No dosing regimens reached
the PK/PD target for C. parapsilosis. For an empirical treat-
ment, patients with FFM < 30 kg should be treated with a
50 mg daily dose of caspofungin; patients with 30 < FFM
< 50 kg should be treated with a loading dose of 70 mg fol-
lowed by a maintenance dose of 50 mg; patients with 50 <
FFM < 60 kg should be treated with a 70 mg loading and
maintenance dose; and patients with FFM > 60 kg should be
treated with a loading dose of 100 mg followed by a main-
tenance dose of 70 mg.

Simulated peritoneal fluid concentrations of these pro-
posed dosing regimens (Fig. 6) were above the CLSI break-
point [38] of 0.12 mg/L (C. glabrata) and 0.25 mg/L (C.
albicans, C. tropicalis, C. krusei) from the first day of ther-
apy, even with an underprediction trend of peritoneal data.
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4 Discussion

The present study reports a high PK variability and a
33 + 8% penetration into the peritoneal cavity on the first
day of caspofungin therapy for ICU patients with proven
or suspected septic shock and secondary peritonitis. As
a main finding, the standard dose of caspofungin is only
effective for most susceptible species (C. albicans and
C. glabrata) in patients with FFM < 50 kg. An adjusted
dosing regimen with an increased loading dose should be
considered in patients with high FFM and when less sus-
ceptible species are suspected to achieve the PK/PD target.

Among these critically ill ICU patients, a high inter-
individual variability in caspofungin plasma concentra-
tions was observed, as previously reported [14, 16, 25,
39]. In particular, caspofungin exposure in plasma (day 1:
73.93 mg h/L) was lower than in healthy volunteers (day 1:
> 100 mg h/L) [14, 25, 40-42]. Moderate (33%) penetra-
tion of caspofungin into peritoneal fluid reported in the
present study is slightly higher compared with caspofungin
in previous studies, but similar to peritoneal penetration
of anidulafungin and micafungin [26, 43]. This moderate
caspofungin penetration needs to be taken into account
when determining optimal dosing. However, in regard to
the low number of samples available in peritoneal fluid on
days 3 and 4 due to drain withdrawal, samples were not
considered at steady state. Further study will be needed
to verify this point. Additionally, the increasing concen-
tration over day of caspofungin in peritoneal fluid may
suggest that steady state is no reached. Another argument
could be the very low intercompartment CL between the
central and peritoneal compartments (Qpe), indicating a
very slow distribution to the peritoneal fluid from the cen-
tral compartment.

Caspofungin population PK were best described using
a three-compartment PK model, using the population
median FFM as a covariate on both total CL and Vc.
According to this model, CL was 0.73 L/h and V¢ was 9.68
L, which is consistent with previous studies [17, 25, 41].
Other authors also found TBW and/or albumin as covari-
ates to influence the PK parameters of caspofungin [17,
41, 44, 45]. FFM is based on sex, body mass and height,
and represents between 65 and 90% of body weight. Fat
is a structural feature of the body that contributes little
to the metabolic rate. Thus, FFM might be expected to
do better than TBW when there are wide variations in fat
affecting body composition [46]. Hence, although FFM
is not frequently used in ICU patients, it could represent
an interesting alternative parameter to adjust drug dosing
in the critically ill population [34, 47]. Albumin was not
retained as a covariate, likely due to the poor variability
of albumin concentrations in this cohort (23.6-34.4 g/L).
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Fig.2 Internal validation—
diagnostic plots and VPC for
the final model. a Observed ver-
sus population and individual
predicted caspofungin concen-
tration in plasma. b Observed
versus population and indi-
vidual predicted caspofungin
concentration in peritoneal
fluid. e VPC for plasma concen-
trations. d VPC for peritoneal
concentrations. a, b Dashed
line represents the identity line;
filled lines represent the regres-
sion line; and circles represent
the calculated values. ¢, d Solid
lines represent the 2.5th, 50th,
and 97.5th percentiles of the
prediction interval; grey-shaded
area represents the confidence
intervals around the 2.5th, 50th,
and 97.5th percentiles; and
circles represent the observed
concentrations. VPC visual
predictive check, CI confidence
interval
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Fig.3 PTA for Candida glabrata (S < 0.12 mg/L). PTA over the
first 48 h of treatment for different dosing regimens and different fat-
free masses—30 kg (black) and 70 kg (grey). PTA of the total AUC
24/MIC > 450. AUC,, area under curve from time zero to 24 h, LD

From Monte Carlo simulations, the standard dose
of caspofungin enables the PK/PD target to be reached
for more than 90% of most susceptible species (C. albi-
cans and C. glabrata), considering the uncertainty of PK
parameters [35] for patients with FFM < 50 kg. Thus,
according to plasma data and different PK/PD targets
available (C. ablicans, C. glabrata, and C. parapsilosis)
[22], an empirical treatment for most susceptible species,
considering the FFM of patients, is suggested, from a daily
dose of caspofungin 50 mg for patients with FFM < 30
kg, to a loading dose of 100 mg followed by a mainte-
nance dose of 70 mg for patients with FFM >60 kg. By
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loading dose, MD maintenance dose, MIC minimum inhibitory con-
centration (0.004-1.000 mg/L), PTA probability of pharmacokinetic/
pharmacodynamic target attainment, S susceptibility, g24h every 24

analogy, the standard 70 mg maintenance dose indicated
for patients with a bodyweight of 80 kg is in agreement
with the proposed dosing regimens for patients with FFM
> 50 kg if FFM corresponds to 65% of the body weight
(FFM = 52 kg). However, FFM can be higher for the same
body weight (until 90%: FFM = 72 kg), where a loading
dose of 100 mg is suggested in this study. Taken together,
dose escalation suggested by the dosing simulations is in
line with other studies [17, 25, 42, 45, 48-50], knowing
that increased dosing regimens (up to 200 mg) were con-
sidered safe in this population. This dose escalation with
a higher loading dose will enable the PK/PD target to be
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Fig.4 PTA for Candida albicans (S <0.25 mg/L). PTA over the
first 48 h of treatment for different dosing regimens and different fat-
free masses—30 kg (black) and 70 kg (grey). PTA of the total AUC
24/MIC >865. AUC,, area under curve from time zero to 24 h, LD

reached faster with appropriate plasma and peritoneal con-
centrations, and might be associated with better outcome.

Although there is no predefined PK/PD target for peri-
toneal fluid, we considered caspofungin peritoneal concen-
trations above MICs of the most common Candida species
as the minimal targeted tissue concentration at the site of
infection. Thus, more than 90% of observed and simulated
concentrations were above the CLSI breakpoint [38] of
0.12 mg/L (C. glabrata) and 0.25 mg/L (C. albicans, C.
tropicalis, and C. krusei) on the first day of therapy, which

loading dose, MD maintenance dose, MIC minimum inhibitory con-
centration (0.004-1.000 mg/L), PTA probability of pharmacokinetic/
pharmacodynamic target attainment, S susceptibility, g24h every 24 h

is consistent with the PK/PD targets (AUC,,/MIC ratios)
in plasma for three of these species [22]. Thus, the rec-
ommended dosing regimen based on the PK/PD target in
plasma, considering the FFM, may be adequate to achieve
sufficient peritoneal concentrations (except for C. parapsi-
losis) in ICU patients with peritonitis. Infection site-related
PK/PD targets need to be determined to optimize antifun-
gal dosing adjustments in the future, especially for IAIs.
Additionally, variations in MIC distribution among Can-
dida species over time and countries [36, 37, 51] should
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Fig.5 PTA for Candida parapsilosis (S < 2.00 mg/L). PTA over the
first 48 h of treatment for different dosing regimens and different fat-
free masses—30 kg (black) and 70 kg (grey). PTA of the total AUC

24/MIC > 1185. AUC,, area under curve from time zero to 24 h, LD

loading dose, MD maintenance dose, MIC minimum inhibitory con-

be considered to define the optimal caspofungin dosing
regimen. In a situation regarding empirical treatment where
no pathogen has been identified and no MIC is available,
the worst case scenario should be considered (i.e. consider-
ing the less susceptible Candida species) to ensure efficacy
and to prevent the emergence of resistance into the intra-
abdominal cavity [23, 26] because of an inappropriate dos-
ing regimen.

Correlation between preclinical PK/PD targets from
a murine model and patient outcomes need to be further
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centration (0.004-1.000 mg/L), PTA probability of pharmacokinetic/
pharmacodynamic target attainment, S susceptibility, g24h every 24 h

investigated for echinocandins in clinical trials. For instance,
a micafungin PK/PD study [52] reported that despite a spe-
cific lower AUC,,/MIC ratio target for C. parapsilosis, no
species-related differences in treatment outcome and high
success rates, including for IAIs caused by C. parapsilosis,
were observed. Additionally, AUC,,/MIC ratios of caspo-
fungin against C. tropicalis and C. krusei need to be deter-
mined, knowing their higher mortality rate and increasing
prevalence [19, 20, 53]. Some authors have also proposed
alternative PK/PD targets (AUC,,/MIC > 250 and/or C,,./
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Fig.6 Simulation of peritoneal concentration with recommended
dosing regimens for a patient with 30, 50, 60, or 70 kg of fat-free
mass. Solid black lines represent the CLSI breakpoint, i.e. 0.25 mg/L
(Candida albicans, C. tropicalis, and C. krusei) and 2 mg/L (C. par-
apsilosis). The CLSI breakpoint of 0.12 mg/L (C. glabrata) is not

MIC > 10) that need clinical validation in further trials [42,
54].

There are several limitations to this study. First, the
small sample size of this cohort may have prevented cor-
relations being found between some covariates (serum
albumin level, SOFA, liver enzymes) and PK parameters.
Hence, further larger multicentre studies focusing on peri-
toneal concentrations of caspofungin in ICU patients are
required to adequately investigate correlations between
covariates and PK parameters on the one hand and peri-
toneal concentrations and patient outcome on the other
hand. Second, peritoneal samples are more challenging
to collect over time due to the early withdrawal of the
surgical drains, which makes it difficult to estimate the
distribution into the peritoneal compartment. Neverthe-
less, population PK analysis enables sparse sampling and
the model adequately handled peritoneal data despite a
slight underprediction of the model on the first day. Fur-
thermore, no specific markers of peritoneal membrane per-
meability were available. The determination of albumin
or other inflammation markers from the peritoneal fluid
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represented. Solid grey lines represent the 2.5th, 50th, and 97.5th per-
centiles of prediction interval. Grey-shaded area represents the confi-
dence intervals around the 2.5th, 50th, and 97.5th percentiles. FFM
fat-free mass, LD loading dose, MD maintenance dose, CLS/ Clinical
and Laboratory Standards Institute, g24h every 24 h

could be an attractive possibility to estimate peritoneal
permeability for further clinical trials. Third, given the
high protein binding of caspofungin, measuring unbound
concentrations of caspofungin may be informative. How-
ever, even while using very sensitive UHPLC-MS/MS,
such assays remain highly challenging and were not avail-
able for this study. Fourth, CIs of PTA values could not be
built into this study, which could undermine the results of
the reported PTA. However, previous studies demonstrated
similar estimations of PK parameters and recommended
similar dose escalation and the suggested dosing regimens.
Fifth, as no predefined PK/PD target in the peritoneum has
been defined, we chose an arbitrary target of peritoneal
concentration above the CLSI breakpoint of different C.
species. Defining the infection site-specific PK/PD target
for echinocandins is urgently needed; in further studies,
peritoneal concentrations should be compared to clinical
outcomes to define the best PK/PD target associated with
clinical efficacy. Additionally, peritoneal microdialysis
samples could help in determining optimal drug dosing in
patients with peritonitis.
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5 Conclusion

There is moderate penetration of caspofungin into the peri-
toneal cavity (33%). Dose escalation up to a loading dose of
100 mg on the first day is suggested for higher FFM to reach
the PK/PD target. This empirical caspofungin dosing regi-
men for suspected intra-abdominal fungal infections should
be further evaluated.
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10 Pharmacocinétique de la micafungine chez le modéle porcin

endotoxinique : ce modéle est-il transposable a I’humain ?

Le modele porcin présente de grandes similitudes par rapport a 'Homme et permet de
reproduire la prise en charge clinique des patients de réanimation. C'est un modele de choix
pour étudier la PK d’anti-infectieux dans le cadre d’un sepsis [8,152].

Etudier la PK de la micafungine sur ce modele permettrait de démontrer que le modele porcin
endotoxinique peut prédire la PK de la micafungine chez les patients septiques. Si cette
hypothése se confirme, ce modele pourrait étre utilisé dans la recherche de posologies

optimales d’antifongiques en amont de |'obtention de 'AMM.

10.1 Article 4 : PK de la micafungine chez un modéle porcin sain et septique
: le modéle porcin septique peut-il prédire la PK de 1a micafungine chez

le patient septique ?
10.1.1 Résumé

Le but de ce travail a été de décrire I’altération PK de la micafungine due au sepsis induit sur
le porcelet et de déterminer si le modeéle porcin septique est capable de prédire la PK

plasmatique et péritonéale de la micafungine chez le patient septique.

Des analyses de pharmacocinétique de population sur Monolix® ont permis de décrire dans
un premier temps la PK de la micafungine dans un groupe de 8 cochons sains et de 16 cochons
septiques recevant une dose unique de 37,5 mg (1,25 mg/kg). Dans un second temps,
la capacité du modele porcin septique a prédire les concentrations plasmatiques humaines a
été étudiée a partir d’'un modele combinant les profils PK de 16 cochons septiques et de
16 patients septiques. Parmi ces 16 patients septiques, la moitié d’entre eux ont été utilisé
afin de caractériser le modele PK tandis que I'autre moitié a été utilisée afin de réaliser une
validation externe. Enfin, la pénétration de la micafungine dans la cavité péritonéale a été
évaluée a partir des concentrations plasmatiques et péritonéales entre 8 et 12h apres
administration, compte tenu du manque de données péritonéales en dehors de ces temps de

prélevements.
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Chez le modele porcin septique, la CL; est légerement réduite par rapport au porcelet sain
(0,84 vs 0,74 L/h) tandis que le Vd augmente légérement (11,7 vs 12,28 L). Le Vp est
notamment augmenté (5,78 vs 7,88 L) et la clairance intercompartimentale est plus rapide
(3,88 vs 5,74 L/h). La diffusion péritonéale augmente également de 61 % a 90 % en se basant
sur le rapport d’ASCs.12n péritonéale/plasma.

La combinaison des deux populations septiques humaine et porcine a permis d’estimer le
coefficient de la relation allométrique basée sur le poids des espéces d’une valeur de 0,72 sur
le Vc. La CL: des deux espéces est de 0,73 L/h, avec une clairance intercompartimentale de
5,69 L/h. Le Vc est de 4,46 L pour le modeéle porcin septique et de 8,21 L pour le patient
septique avec un Vp de 7,58 L pour les deux especes. La diffusion péritonéale, est toutefois

doublée chez le modele porcin septique (90 % contre 40 %).

En conclusion, le sepsis induit sur le modele porcin altere comme chez 'Homme la PK de la
micafungine. De plus, cette derniere est similaire entre ces deux especes au niveau
plasmatique en prenant en considération la relation allométrique du poids de I'espece sur le
volume de distribution central. Le modele porcin permettrait donc de prédire la PK de la
micafungine chez le patient septique au niveau plasmatique. Toutefois, des études
complémentaires sur la diffusion péritonéale seraient nécessaires afin de confirmer ces

résultats et afin d’identifier les facteurs explicatifs de cette différence inter-espéce.

10.1.2 Article 4

Cet article a été publié dans le journal Pharmaceutical Research. lLes matériels

supplémentaires sont présentés en annexe 4.
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ABSTRACT

Objectives To describe micafungin pharmacokinetic
(PK) alterations of sepsis induced in piglets and to
determine whether the porcine septic model is able to
predict the PK of micafungin in septic patients at the
plasma and peritoneal sites.

Methods From healthy (n=8) and septic piglet group
(n=16), total micafungin concentrations were subject
to a population PK analysis using Monolix®. Data from
16 septic humans patients from others studies was used
to compare micafungin PK between septic piglets and
septic patients.

Results Sepsis induced in piglets slightly alters the
total clearance and the volume of distribution, while
inter-compartment clearance is increased (from 3.88
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to 5.74 L/h) as well as the penetration into peritoneal
cavity (from 61 to 90%). In septic human patients, PK
parameters are similar except for the Vd, which is cor-
rected by an allometric factor based on the body weight
of each species. Micafungin penetration into peritoneal
cavity of humans is lower than in septic piglets (40 versus
90%).

Conclusions The sepsis induced in the porcine model
alters the PK of micafungin comparable to that in
humans. In addition, micafungin PK is similar between
these two species at the plasma level taking into account
the allometric relationship of the body weight of these
species on the central volume of distribution. The por-
cine septic plasma model would be able to predict the
micafungin PK in the septic patients. However, further
studies on peritoneal penetration are necessary to char-
acterize this inter-species difference.
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Hemodynamic Data

Hemodynamic data were collected from the transpul-
monary thermodilution PICCO™ and the pulse con-
tour PICCO™ analysis at TO, T6 and T12 (supplemental
materiel S1).

Sample Handling and Storage

Blood samples (n=182 with n(control group)=70
and n(septic group)=112) and peritoneal fluid sam-
ples (n=48 with n(control group)=22 and n(septic
group)=26) were immediately placed on ice and cen-
trifuged at 3000 rpm for 10 min and then stored at
-80 °C. Samples were transported (with a temperature
log on dry ice) by a commercial courier company to the
University of Queensland Centre of Clinical Research,
The University of Queensland, Brisbane, Queensland,
Australia, for analysis.

Drug Assay

Total micafungin concentrations in plasma and perito-
neal fluid were measured by a validated ultra-high pres-
sure liquid chromatography-tandem mass spectrometry
(UHPLC-MS/MS) method, from 0.2 to 20 mg/L, on
a Shimadzu Nexera 2 UHPLC coupled to a Shimadzu
8050+ triple quadrupole mass spectrometer (Shimadzu,
Kyoto, Japan). Clinical samples were assayed alongside
calibrators and quality controls and met batch accept-
ance criteria (15). The overall intra- and interday pre-
cision and accuracy were within 15%. The assay was
linear over the concentration range of 0.2 — 20 mg/L,
with 0.2 mg/L being the lower limit of quantification
(LLOQ) of the method. Only one peritoneal concentra-
tion in healthy pig group at 20 h was below the LLOQ,
which was set to 0.15 mg/L considering the rest of con-
centration profiles.

PK Analyses

The concentration—time data of each piglet group were
analysed using the Stochastic Approximation Expecta-
tion-Maximization (SAEM) algorithm implemented
in Monolix 2020R1 software (16). PK models with two
and three-compartments were tested, including con-
stant, proportional and combined error models and the
Between-Subject Variability (BSV) on each PK param-
eter. Given the greater number of observed concentra-
tions between 8 and 12 h, penetration into peritoneal
cavity was assessed by observed AUCg,,, peritoneal
fluid/plasma ratio calculated from patients with both
peritoneal and plasma concentrations available. Also,

the data set from Garbez et al. (17, 18) were used to
compare micafungin PK between septic pig model
and septic patients, where a total of 16 septic patients
were treated with the standard 100 mg daily dosing of
micafungin for invasive candidiasis.

Population PK Models Evaluation

Model selection was initially based on the objective
function value computed as -2 log likelihood (-2LL)
or on the Akaike information criterion (AIC), where
a decrease in -2LL and/or AIC of > 3.84 was consid-
ered significant (Chi-squared [x%1, 1 degree of free-
dom, p<0.05). In addition, goodness of fit was assessed
with observed-predicted plots and the residual stand-
ard error (RSE) of PK parameters. Finally, the valida-
tion of the PK models was applied to visual predictive
check (VPQC). Furthermore, the PK model which com-
pared septic pig model and septic patients used a half
of the data set from Garbez et al. (17, 18) for internal
validation, while the other half was used for external
validation.

RESULTS
Healthy Versus Sepsis Pig Model

Twenty-four piglets with a median (min-max) of 31
(28-36) kg were included in this study, which were
divided to healthy group (n=8) and septic group
(n=16). Hemodynamics data are illustrated in supple-
mental material S1. In septic group, 14 deaths occurred
before the end of the experiment, while none occurred
in healthy group. Observed plasma and peritoneal
fluid concentrations of micafungin of each group are
displayed in Fig. 1. The observed AUCg o, peritoneal
fluid /plasma ratio indicated a mean (standard devia-
tion, SD) micafungin penetration into peritoneal fluid
of 61% (15%) for healthy pigs and 90% (23%) for sepsis
pigs (supplemental material S2).

Micafungin plasma data of each group were best
described by a two-compartment model with linear
elimination and a proportional error model (diagnostic
plots are shown in supplemental material S3 and S4).
PK parameters of healthy and sepsis pigs are illustrated
in Table L.

Septic Pig Model Versus Septic Patients
The septic pig group (n=16) was compared to septic

patient group (n=16), with the micafungin concentra-
tion time course in plasma and peritoneal fluid shown in
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INTRODUCTION

Preclinical models have been widely used with the ulti-
mate goals of improving the underlying mechanisms of
the disease and exploring new therapeutic approaches.
However, no preclinical animal model is dedicated to
evaluate drug pharmacokinetics (PK) in septic patients.
Such a model could reduce the number of studies
needed in septic patients in addition to propose, after
the marketing authorization, adequate initial anti-infec-
tive therapy essential to improve the prognosis of inten-
sive care unit (ICU) patients. An animal model of sepsis
induced under standardized animal ICU environments
(antibiotics, monitoring, organ support technics) will
overcome the lacking translation of animal experiments
into clinical practice (1, 2).

The porcine model has great genetic, anatomical,
physiological and immune similarities compared to
humans (3). This is a relevant model to study the car-
diovascular system or drug distribution and elimination.
Also, the porcine model shows sensitivity to endotox-
ins and tissue antigenicity comparable to humans (4).
Mostly, the size of the pig allows reproduction of ICU
environments. Furthermore, this animal model enables
repetitive blood sampling, which allows reduction of
animal consumption as recommended by the “3R” prin-
ciples (replace, reduce, refine) (5). All of these charac-
teristics make it a relevant model for the study of drug
PK in sepsis (3, 6).

In critically ill patients, PK of drugs can be altered
by several pathophysiological changes (sepsis, hepatic
and/or renal dysfunction, extracorporeal organ sup-
port, hypoalbuminemia, altered capillary permeability,
fluid balance) (7, 8) as well as by impaired tissue pene-
tration and presence of indwelling surgical drains. Sep-
tic shock represents up to 30% of ICU admissions (9).
Fungal infections are incriminated in twenty percent of
those infections, mostly due to Candida species (7, 10).
Echinocandins are recommended as first-line treatment
for invasive candidiasis including candidemia or fungal
peritonitis in critically ill patients (11, 12). Micafungin,
an echinocandin, exhibits broad spectrum fungicidal
activity against Candida species and a prolonged post-
antifungal effect (13). This well-known antifungal is
a relevant choice to evaluate the PK translation from
septic pig to septic patients.

Thus, the goal of our study was to describe from
population PK analyses the micafungin PK alteration
of sepsis induced in piglets and to determine whether
the porcine septic model is able to predict the PK of
micafungin in the septic patient at the plasma and peri-
toneal level.

@ Springer

MATERIALS AND METHODS
Setting

This study was conducted as a prospective experimen-
tal trial in a piglet model. The Animal Care and Use
Committee Languedoc-Roussillon (CEEA-LR-12013)
approved the protocol and all experiments were per-
formed in an authorized animal research laboratory.
All facilities and transport comply with current legal
requirements.

Study Protocol

Female piglets were fasted overnight prior to the
experiment, with free access to water. After intramus-
cular premedication (midazolam (1 mg/kg), ketamine
(10 mg/kg) and atropine (0.005 mg/kg)), the animals
were intravenously anesthetized with propofol (bolus
of 4 mg/kg followed by 8 mg/kg/h) and sufentanil
(10 pg followed by 10 pg/ h) and mechanically venti-
lated after surgical tracheotomy with an inspired frac-
tion of oxygen of 0.21, a tidal volume of 8 mL/kg, a
positive end-expiratory pressure of 5 cm H20 delivered
by a Drager™ ventilator. An internal jugular central
venous line and a PICCO™ femoral arterial catheter
were inserted under ultrasound guidance. A urinary
catheter was surgically placed in the bladder by a mid-
line mini-laparotomy. Basal hydration with glucidion G5
at 60 ml/h was infused during the whole experiment.

After surgical preparation, animals were stabilized
for 30 min and were then assigned to one of the two
groups: the septic group (LPS injection) and a control
group (no LPS injection).

At T, an endotoxinic shock was induced by infusing
an Escherichia coli O111:B4 lipopolysaccharide (4%) at
a dose of 150 pg/kg over 30 min (14). Then, a dose of
37.5 mg of micafungin (1.25 mg/kg, an equivalent dose
to 100 mg in septic patients) was administered intrave-
nously over 1 h (T, to T,) in each group.

Blood samples and peritoneal fluid samples, col-
lected from surgical drains, were drawn. Before each
peritoneal sample was obtained, the reservoir of the
drain was emptied and fresh peritoneal fluid was col-
lected over the sample period. These samples were used
to determine total plasma concentrations at baseline
(pre-dose)and 1, 1.5, 2, 4, 8, 12, 20, 24 h after the start
of micafungin infusion and peritoneal concentrations
were measured at 8, 12 and 20 h.

Euthanasia was performed at the end of the experi-
ment under general anesthesia with an overdose of thio-
pental (60 a 80 mg/kg).
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Fig. | Observed concentrations of micafungin over time in healthy and sepsis pigs. (a) Plasma. (b) Peritoneal fluid. Orange circle: observed con-

centration in pigs (37.5 mg of micafungin). Filled line: PK profil.

Fig. 2. The observed AUCg 5, peritoneal fluid/plasma
ratio indicated a mean (SD) micafungin penetration into
peritoneal fluid of 90% (23%) for septic pigs and 40%
(15%) for septic patients (supplemental material S2),
while mean peritoneal concentration between 8 and
12 h post administration were 1.47 (0.69) mg/L and 1.30
(0.47) mg/L respectively.

From a dataset combining the septic pig group and
a half of the septic patient group, a two-compartment
model with linear elimination and a proportional error
model best described the micafungin plasma concentra-
tion. Internal validation with observed versus population

@ Springer

and individual predicted concentrations and a visual pre-
dicted check (VPC) are displayed in Fig. 3. The other half
of septic patient group were used for external validation,
as illustrated in Fig. 4.

The micafungin PK model combining these both
species included an allometric factor based on the body
weight of each species (to the power of ) (19) applied
to the V¢, where the body weight (BW) was supposed
to be 70 kg for sepsis patient and 30 kg for sepsis pig
model. PK parameters are shown in Table II, while the
micafungin Vc including allometric factor was described
below:
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cytochrome P450 in human (13). Micafungin PK is
supposed to be equivalent between both species con-
sidering all their similarities (3). Thus, A two-compart-
ment model best described micafungin population
PK in plasma in the piglet model, similar to that dem-
onstrated for humans (20-23). Sepsis induced in the
porcine model slightly reduced CL, (from 0.84 to 0.74
L/h) and slightly increased Vd, especially for Vp (from

@ Springer

5.78 to 7.88 L). Also, Q remains the greatest altered PK
parameter by sepsis induced (from 3.88 to 5.74 L/h), as
suggested by the highest peritoneal concentrations in
the septic piglet model compared to healthy piglets, the
latter associated with a high (from 61 to 90%) penetra-
tion of micafungin into peritoneal fluid. These PK alter-
ations are in line with sepsis pathophysiology, especially
that associated with increased capillary permeability (1).
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sl e, R R Sepsi i
Parameters For Healthy and Parameter Estimate RS.E (%) Parameter Estimate RSE (%)
Sepsis Pigs
CL, (Uh) 084 120 CL, (Uh) 0.74 796
Ve (L) 592 10.2 Ve (L) 44 120
Vp (L) 578 163 Vp () 788 925
Q (LUh) 3.88 10.5 Q (Uh) 574 8.62
Between subject variability Between subject variability
cL, 0.34 255 CL 0.23 269
Ve 0.19 31.8 Ve 0.33 258
Vp 022 41.7 Vp 0.26 243
Residual Error Residual Error
Proportional 0.079 114 Proportional 0.11 9:59;
CL;: Total clearance. Vc: Volume of distribution of the central compartment. Vp: Volume of distribution of
the peripheral compartment. Q: Inter-compartment clearance. RS.E: Residual standard error
] ] ' BW gpecies 072 jts ability to predict PK in septic patients at the plasma
MicafunginVe g, cpocies = Typical value of Ve X (T) and peritoneal level. The current study demonstrates a
slight alteration of the total clearance (CL,) and the vol-
: ¢ ume of distribution (Vd) with a higher inter-compart-
With 2 Veepsicpig = Typical value of Ve:Veapcpaien mental clearance (Q)(anc)l ahigher ;gnicafungin pengtra-
= Veyapsispis X (@)0'72 tion into peritoneal cavity in piglet model with sepsis.
30 As a main finding, micafungin PK is similar between
the septic piglet model and septic patients, except for
the volume of distribution of the central compartment
DISCUSSION (Vc) which is corrected by an allometric factor based on

This is the first exploratory study focusing on the altera-
tion of micafungin PK in the septic piglet model and
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Fig. 2 Observed concentrations of micafungin over time in plasma in sepsis humans and sepsis pigs. Orange circle: observed concentration in pigs
(37.5 mg of micafungin). Turquoise circle: observed concentration in humans (100 mgofmicafungin). Filled line: PK profil.
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Table Il Population Pharmacokinetic Estimates Parameters for Sepsis
Pig and Human

Parameter Estimate RS.E (%)
CL, (Uh) 073 832
Ve (L) 446 124
Bve 072 304
Ve (L 758 759
Q (Uh) 569 845
Between subject variability

CL 033 186
Ve 039 186
Vp 027 232
Residual Error

Proportional 0.12 761

CL;: Total clearance. Vc: Volume of distribution of the central com-
partment. By, Extrapolation factor of Vc from pig to human. Q: Inter-
compartment clearance. Vp: Volume of distribution of the peripheral
compartment. RS.E: Residual standard error

The present study also demonstrated linear micafungin
PK between each species (37.5 mg for porcine model
versus 100 mg for human). Notably, the PK parameters
are similar except for Vc, which can be estimated by
an allometric factor based on the body weight of each
species (to the power of 0.72), and similarly CL, given
the similarities between piglets and humans (3, 24).
Theoretically, if micafungin is metabolized in the piglet
by the same hepatic enzymes as in human, it should be
present in higher amounts. Alternatively, different liver
enzymes such as cytochrome P450 might play a role in
micafungin metabolism in piglets compared to humans.
Further studies are necessary to better characterize
hepatic enzymes implicated in elimination pathways of
various drugs in the piglet model.

The greatest difference between septic patients and
the septic porcine model is the moderate (40%) and
high (90%) micafungin penetration into peritoneal
fluid respectively, while mean peritoneal concentration
is really close between each species (1.47 vs1.30 mg/L).
Such a difference could be explained by several non-
linear PK processes from plasma to peritoneal cavity
such as transport saturation even in sepsis state, which
could be less important than in the healthy state (90
versus 61% of micafungin penetration in septic piglet
model and healthy piglet respectively). The different
protein binding of micafungin within different species
does not explain the difference in micafungin penetra-
tion into peritoneal cavity (90 versus 40% of micafungin
penetration in septic piglet model and septic patients

respectively). Indeed, a reduced protein binding should
be associated with higher CL, and Vd, which are not the
current results. Finally, the difference in micafungin
penetration into peritoneal fluid between each species
could be due to the endotoxin shock procedure, which
could induce a different degree of inflammation of the
peritoneal cavity compared to sepsis due to fungal infec-
tion. All these hypotheses should be confirmed in fur-
ther studies.

Micafungin PK in plasma is well predicted by the
septic piglet model, while further studies are necessary
to better understand distribution and elimination PK
processes of this animal model. Over the long term, a
more mechanistic model such as a PBPK model (Physi-
ology Based Pharmacokinetic) will be attractive to best
describe theses PK processes of penetration into dif-
ferent organs (25). Such preclinical models of sepsis,
which can be under standardized ICU conditions (2),
could be used to predict the drug PKin septic patients
before the marketing authorization in order to pro-
pose adequate initial anti-infective therapy for ICU
patients.

There are several limitations to this study. Firstly, rel-
atively few biological data (serum albumin level, serum
lactate level, serum creatinine level, liver enzymes)
were available which possibly prevented us from find-
ing correlations between the sepsis state and the PK
parameters of each species. Hence, further larger stud-
ies of micafungin PK in the septic piglet model with
reasonable biological collection data are required to
adequately investigate these correlations. Secondly,
peritoneal samples are more challenging to collect over
time due to the early withdrawal of the surgical drains.
Nevertheless, more studies are needed to improve our
knowledge of the penetration into the peritoneal cavity.
Thirdly, given the high protein binding of micafungin,
measuring unbound concentrations of micafungin may
be informative. However, even while using very sensitive
UHPLC-MS/MS, such assays remain highly challenging
and were not available for this study.

In conclusion, the septic state induced in the porcine
model alters the micafungin PK as in humans. In addition,
micafungin PK is similar between these two species at the
plasma level taking into account the allometric relation-
ship of the body weight of these species on the central
volume of distribution. The porcine septic model is able
to predict human plasma concentrations of micafungin.
However, further studies on peritoneal diffusion are nec-
essary to confirm these results and characterize the origin
of this inter-species difference.

@ Springer
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10.2 Vers un modéle PBPK ?

Pour rappel, I'’élaboration d’'un modele PBPK requiert un ensemble de données anatomiques
et physiologiques de I'espéce étudiée, ainsi que les données physico-chimiques de la molécule
d’intérét. Ces données peuvent étre obtenues a I'aide de la littérature et d’expérimentations
in vivo, in vitro et in silico.

Des modeéles de différentes espéces existent sur certains logiciels PBPK (Simcyp®, GastroPlus®
et PKsim®). L’avantage principal de ces modeéles est qu’ils regroupent les données
anatomiques et physiologiques connues de la littérature. En revanche, aucun de ces logiciels
n’a pour le moment développé de modele porcin, a I'exception de PKsim® avec un modele de
minipig. Toutefois, ce modele ne représente pas tout a fait le modeéle porcin développé dans
ce projet de these, et surtout ne comporte pas de compartiment associé a la cavité

péritonéale.

Il a donc été décidé de concevoir un modele PBPK représentatif du modele porcin septique
sur le logiciel Monolix®. Au préalable, la conception et la validation d’'un modéle porcin sain
est requise. Dans la suite de cette partie sera présenté I'ensemble des données nécessaires a
I’établissement de ce modéle PBPK de porcelet sain. En revanche, il n’a pas été possible de
finaliser ce modele au cours de ce travail de thése. Seule I'approche utilisée est détaillée ici.

Rappelons également que la conception d’'un modele PBPK a un triple avantage : il permet de
respecter la regle des 3 R (réduire, raffiner, remplacer) relative a I'expérimentation animale,
d’estimer la distribution de la molécule étudiée dans I'ensemble des compartiments

implémentés et offre la possibilité de faire des extrapolations de dose inter-espéce.

10.2.1 Présentation du modele

L’objectif principal a été de concevoir un modele PBPK représentant la majorité des organes
(Figure 11, partie 5.1.3) en y ajoutant la cavité péritonéale, afin de pouvoir y investiguer la
distribution des molécules étudiées et par extension, I'atteinte de la cible PK/PD au site

infectieux. La figure 17 illustre cette hypothétique modele.
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Figure 17 : lllustration du modeéle PBPK.
L'intégration de la cavité péritonéale reste a confirmer en vue de ces connexions avec le

reste du corps. CL: clairance. Q : débit sanguin. TGI : tractus gastro-intestinal.

Néanmoins, la validation d’'un modéle sans cavité péritonéale est dans un premier temps de
rigueur en confrontant ce modele aux données plasmatiques de la micafungine. De plus,
des recherches approfondies sont nécessaires sur 'lanatomie et la physiologie de la cavité
péritonéale afin de concevoir un compartiment associé. Pour I’heure, aucun modéle PBPK ne

fait référence a ce type de compartiment.

Un modele PBPK est défini par un systéme d’équations différentielles décrivant la variation de
guantité ou de concentration de la molécule d’intérét dans les compartiments. L’ensemble de

ces équations vont dépendre de différents parameétres associés aux organes, tels que leur
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volume (V), leur débit sanguin (Q), leur coefficient de partition tissu/plasma (Kp), et également
le ratio sang/plasma (B:P) de la molécule étudiée ou encore la CL: pour les organes
d’élimination comme le foie et les reins. Il est également possible de complexifier le modele
en détaillant les processus d’élimination par des équations de type Michaelis-Menten afin
d’expliciter la saturabilité des enzymes ou des transporteurs impliqués dans les processus

ADME de la molécule étudiée.

Pour le modéle PBPK sans cavité péritonéale (Figure 11, partie 5.1.3), les équations [176,177]

des organes non éliminateurs utilisées sont :

dc B:P
Vpoumon * % = Q¢ * [Csang veineux * B: P — Cpoumon * l

K Ppoumon

dCtissu

Vtissu * dt = Qtissu * [Csang atériel — Ctissu *

o

K Ptissu

dcsang artériel B:P
Vsang artériel * dt - Qc * Cpoumon * Kp - Csang artériel
poumon

> * C * —B: P - * C
dcsang veineux _ Qtissu tissu Kptissu Qcardique sang veineux

Vsang veineux * dt - B: P

Tandis que les équations des organes éliminateurs utilisées sont :

dCtissu

tissu * dt = Utissu * [Csang artériel — Ctissu

B: P
] CLtlssu * Ctlssu

K Ptissu K Ptissu

En annexe 5 est illustré les premiéres ébauches du code de ce modele sur Monolix®.
10.2.2 Récolte des données

Les précédents paramétres nécessaires a la conception du modéle PBPK ont été obtenus a

I'aide de la littérature. L'ensemble de ces données sont illustrés dans le tableau 7 ci-dessous.
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Porcelet sain Volume  Fraction
(30 kg, 4,5 L/h/kg) (L) du poids
Sang artériel 0,81 0,027
Sang veineux 1,59 0,053

Poumons 0,81 0,027
Cerveau 0,102 0,0034
Coeur 0,186 0,0062
Muscles 11,4 0,38
Peau 2,31 0,077
Tissu adipeux 5,4 0,18
TGI 1,86 0,062
Foie 0,81 0,027
Reins 0,144 0,0048
Resteducorps 4,749  1- ytissus
Type
pKa
LogP
B:P

Partenaire liais. prot.
Fu, (%)

Fu. (%)

Tableau 7 : Données du modéle PBPK : données anatomo-physiologiques (A)

Qissu Fraction
(L/h) du Q.
87,75 1
87,75 1
87,75 1
1,755 0,02
3,24675 0,037
17,55 0,2
4,3875 0,05
14,9175 0,17
19,305 0,22
23,6925 0,27
11,4075 0,13
10,995  1- ytissus
Micafungine
Base faible
9,15
-0,39
0,9
Albumine
1
2

et données physico-chimiques (B).

B:P : ratio sang/plasma. Fup: fraction libre plasmatique. Fu:: fraction libre tissulaire.
Kp : coefficient de partition tissu/plasma. LogP : logarithme du coefficient de partage.
pKa : constante d’acidité. Q) : débit (cardiaque). TGI : tractus gastro-intestinal.

D’aprés Viel et al. (2018) [178], Poulin et al. (2019) [129] et EMA (2008) [179].

Kp
Si fup = 1%

0,22
0,06
0,17
0,08
0,05
0,05
0,17
0,10

0,14

0,14 (moy. Kp)
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Volume et débit des organes sont proportionnels au poids des espéces. Ainsi, a partir des
données récoltées des fractions du poids et des fractions du débit cardiaque (Qc) [178,180],

les parametres sont calculés selon les formules suivantes :
Viissu = fraction du poids ogane X poids de l'espéce

Qiissu = fraction du Q. organe X flux plasmatique total
Avec :

flux plasmatique total = Q. X poids de l'espece x (1 — hématocrite .gpcc)

Sachant que la densité de la majorité des tissus est approximativement de 1 g/cm? [181],

la conversion poids/volume a été ignoré pour le calcul de Viissu.

De plus, les données physico-chimiques disponibles [179] ont permis de calculer la fraction

libre tissulaire, dont la formule [182] est la suivante :

_ 1
fut_ 1+1'fup
fuy

x 05

Enfin, le Kp, qui traduit I'affinité ou le tropisme de la molécule pour I'organe en question,
dépend des caractéristiques physico-chimiques de la molécule étudiée. Plus le Kp est fort,
plus la molécule a une affinité forte pour le tissu. Son calcul est complexe et nécessite de
nombreuses données physiologiques (interactions entre molécules et phospholipides des
membranes tissulaires) [129,183,184] et physico-chimiques (le coefficient de partage - logP,
la fraction libre - fu, la constante d’acidité - pKa) [179]. Les données physiologiques
proviennent idéalement de I'espéce étudiée, mais des données provenant de I’'Homme ou du
rat sont également utilisées en partant de I'hypothése qu’il y ait pas de différence d’une
espece de mammiféere a I'autre pour un organe ayant une fonction commune. La formule du

Kp utlisée est celle provenant des travaux de Poulin et al. [129].
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Partie lll : Conclusion et perspectives

11 Conclusion

Le sepsis est responsable d’altérations importantes de la PK des anti-infectieux chez les
patients de réanimation. La nécessité d’approfondir nos connaissances sur les
échinocandines, traitement de premiére intention en cas de candidose invasive,
est fondamentale pour appréhender leur variabilité PK et proposer des posologies adéquates.
Au cours de ces travaux de these, il a été mis en évidence qu’une augmentation de la posologie
est globalement nécessaire pour la micafungine et la caspofungine par rapport aux doses
standards utilisées en considérant les simulations de Monte Carlo obtenues a partir de
modeles PK de population. Toutefois, la PK de ces échinocandines n’est pas sensible aux
techniques d’épuration extra-rénale continue, et leur diffusion péritonéale est modérée,
avec des concentrations au site infectieux a priori suffisantes pour éradiquer l'infection
fongique en se basant sur les CLSI breakpoints de susceptibilité. Enfin, la PK de la micafungine
a été étudié chez un modele porcin septique et comparé au patient de réanimation.
D’aprés ces travaux, la PK de la micafungine est similaire entre ces deux espéces,
en considérant une relation allométrique du poids de I'espéce sur le volume de distribution
central. Ces résultats encourageants indiquent que le modeéle porcin est transposable a
I’'humain pour cette molécule, et supposent que ce modele animal pourrait étre utilisé afin
d’étudier la variabilité PK du sepsis sur d’autres anti-infectieux en phase précliniques avant

leur mise sur le marché.
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12 Perspectives

En regard de ces travaux, diverses études pourraient étre envisagées afin de consolider ces

résultats.

Par exemple, les études sur la diffusion péritonéale de la micafungine et de la caspofungine
chez des patients atteints de sepsis secondaire a une péritonite ne permettent pas d’apprécier
pleinement si la concentration au site infectieux est suffisante pour lutter contre I'infection
ou si elle favorise le développement de résistance. Des recherches approfondies seraient
nécessaires afin d’identifier la cible PK/PD et le seuil de résistance des Candida spp. au sein de
la cavité péritonéale pour chaque échinocandine. Cela permettrait de mieux considérer si un
ajustement posologique est nécessaire tout en prenant en compte le risque d’émergence de
résistance. L'utilisation de logiciel d’adaptation posologique prenant en considération les
covariables du patient et le site infectieux a traiter pourrait permettre d’individualiser et

d’optimiser la prise en charge des patients en choc septique. De telles études restent a mener.

Des études supplémentaires sont nécessaires afin de valider I’hypothése selon laquelle le
modele porcin septique serait transposable au patient septique aussi bien au niveau
plasmatique qu’au niveau péritonéale. Ainsi, étudier la caspofungine sur ce modele serait
complémentaire aux travaux déja réalisés. L'étude du fluconazole, chef de file des azolés et
antifongique classiquement recommandé, mettrait en lumiere la capacité du modele porcin a
prédire la PK de différents antifongiques dont les propriétés de distribution et d’éliminations
different. Il serait davantage intéressant de combiner ces études avec des groupes avec et
sans EER afin de déterminer si les thérapies d’EER affectent de la méme maniére la PK de ces
molécules que chez le patient septique. Enfin, I'élaboration d’un modéle PBPK de porcelet
septique permettrait par la suite de réduire davantage le nombre d’essais sur les animaux,
d’apporter des informations capitales sur la diffusion tissulaire des molécules étudiées et de
faire des extrapolations de dose inter-espece du modele porcin septique au patient septique.
Une fois validé, il pourrait étre directement utilisé pour étudier de nouveaux anti-infectieux
au cours des phases précliniques et d’évaluer les posologies appropriées chez des patients de

réanimation.
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Table 1: Study population characteristics on ICU admission

Descriptive data
Sex (male/female)
Age (y)
Body weight (kg)
Height (cm)
Body mass index (kg/m?2)
Body surface area (m?)
Ideal body mass (kg)
Lean body mass (kg)
Fat-free mass (kg)
Adjusted body mass (kg)

Clinical data
SAPS |l score at admission
SOFA score at inclusion
Serum albumin (g/L)
Serum creatinine (umol/L)

Urea (mmol/L)

CRRT setting
Blood flow rate (L/h)
Post-dilution rate (L/h)
Fluid removal rate (L/h)
Filtration age (h)
Effluent rate (L/h)

7/1
72.3[43.9-80.8]
94.8 [66 — 138]
173 [152 - 184]
29.0[23.4-59.7]
2.1[1.7-2.2]
66.2 [45.1 - 74.9]
64.2 [25.7 - 71.5]
64.1[52.1-70.9]
78.1(63.8 — 84.8]

57 [44 - 79]
9[4-12]
22.5[19-32.3]
144 [84 — 244]
10.6 [3.3-36.7]

12 [9-18]
1.6[0.2-3.9]
0.1[0.1-0.3]
3.9 [0-49.5]

3[2-423]

Collected data: n or median [min — max]. CRRT, continuous renal replacement therapy; SAPS Il score, Simplified

acute physiology score Il; SOFA score, Sequential organ failure assessment score.
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Table 2: Fractional target attainment (FTA) for different dosing regimens for each Candida

species.

C. albicans C. glabrata C.tropicalis C. krusei C. parapsilosis

Dosing regimens (mg) Day 1 Day2 | Dayl Day?2 Day 1 Day2 | Dayl Day2 | Dayl Day2
100 - + - - - - - - - -
q24h 150 + + + + - - - - - -
200 + + + + - + - - - -
150, 100 4t 4t 4t 4t - - - - - -
LD, MD g24h 200, 100 + + + + _ _ _ - - -
200, 150 o o oL o - - - - - -

FTA is the sum of the PTA values determined at each MIC and the fraction of isolates found at that MIC.

Target: total AUCo-24/MIC > 3000. A micafungin dosing regimen is successful if FTA > 90%. EUCAST MIC

distribution: C. albicans (susceptibility (S): [0.004 — 0.016 mg/L]), C. glabrata (S: 0.004 — 0.032 mg/L), C. tropicalis
(S: 0.004-0.064 mg/L), C. krusei (S: 0.032 — 0.250 mg/L), and C. parapsilosis (S: 0.250 — 2.000 mg/L).

Total AUCo-24, Area under the concentration-time curve (0-24 h); LD, loading dose; MD, maintenance dose;

MIC, minimum inhibitory concentration. Dark gray boxes: FTA > 90 %.
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Supplemental Digital Content 2

Figure 1: Observed concentration-time profiles
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A) From the 8 included patients. B) For each patient. CVVH, Continuous venovenous hemofiltration; CVVHDF,
continuous venovenous hemodidfiltration. Circles: observed concentrations. Blue lines: CVVHDF sessions (n = 8).

Green lines: CVVH sessions (n = 8)
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Figure 2: Simulation of different dosing regimens
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5t 50, and 95" percentiles of simulated concentration. Thick line: Maximal concentration at steady-state
(95" percentile). Dotted line: Time to reach steady state. Green: 100 mg of micafungin. Yellow: 150 mg of

micafungin. Blue: 200 mg of micafungin. LD, loading dose; MD, maintenance dose.
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S1: Observed individual concentrations profiles.
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$2: Structural PK model for micafungin.

100 mg IV infusion

———————

Peripheral Qp Central Qpe Peritoneal
compartment — compartment — compartment
Vp Volume : Ve Vpe

Total Clearance (CL)

Qp: Intercompartment clearance between central and peripheral compartment. Qpe: Intercompartment
clearance between central and peritoneal compartment. Vc: Volume of distribution of the central compartment.
Vp: Volume of distribution of the peripheral compartment. Vpe: Volume of distribution of the peritoneal
compartment.

Differential equations were used to describe this model on Pmetrics:
XP(1) = RATEIV(1) - (Ke+Kcpe+Kcp)*X(1) + Kpec*X(2) + Kpc*X(3)
XP(2) = Kcpe*X(1) - Kpec*X(2)

XP(3) = Kcp*X(1) - Kpc*X(3)

With Kxy (constant rate from x to y compartment):

Ke = CL/Vc

Kcpe = Qpe/Vc; Kpec = Qpe/Vpe

Kep = Qp/Vc; Kpe = Qp/Vp

And:

CL = Typical value of total CL x (FFM/52.5) 8¢

Vc = Typical value of Vc x (FFM/52.5) &V¢

FFM: Fat free mass, B.CL: Parameter factor of CL and B.Vc: Parameter factor of Vc.
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S3: Support point, covariance and correlation matrix of the population parameter values.

Sl;ﬂ?:trt CL Vc Qpe Qp Vpe Vp B.CL B.Vc Prob

1 1.813 20.255 0.037 8.000  3.479 2.000 1.508 0001  0.250

2 1.123 11.601 0.046 7917 6215 2.006 0.001 0.888  0.139

3 1.335 13.982 0.037 7.890  3.444 4.632 2.000 1.999  0.086

4 0.930 11.299 0.059 2000  6.453 3.670 1.645 0.882  0.280

5 0.788 5.007 0.060 4389  2.000 6.249 1.121 0.001  0.085

6 0.802 8.627 0.029 7378  5.108 7.049 0.911 0734  0.159
C°r‘;aa'tirai:°e cL Ve Qpe ap Vpe Vp B.CL B.Vc
cL 0.156 1.823 -0.002 0.579 0280 0527 0.058 -0.086
Ve 1.823 22814  -0.021 5.456 1874  -6.705 0.910 -0.835
Qpe -0.002  -0.021 0.000 -0.026 0.006 -0.003 0.001 0.000
Qp 0.579 5.456 -0.026 6.816 1904 0717 0580  -0.193
Vpe 0280  -1.874 0.006 -1.904 2.324 0344 0221 0.370
Vp 0527 6705  -0.003  -0717  -0.344 3.505 0.033 0.229
B.CL 0.058 0.910 0.001 0580  -0.221 0.033 0.346 0.033
B.Vc -0.086  -0.835 0.000 -0.193 0.370 0.229 0.033 0.323
Correlation cL Ve Qpe Qp Vpe Vp B.CL B.Vc

matrix

cL 1.000 0.966 0422 0.561 0464 0712 0.249 20.384
Ve 0.966 1.000 -0.391 0.438 0257  -0.750 0.324 -0.308
Qpe 0422 0391 1.000 0860  0.328 -0.121 0.145 0.044
Qp 0.561 0.438 -0.860 1.000 0478  -0.147  -0378  -0.130
Vpe 0464  -0.257 0328  -0.478 1.000 0121 -0.247 0.427
Vp 0712 0750  -0.121  -0147  -0.121 1.000 0.030 0.215
B.CL 0.249 0.324 0.145 0378  -0.247 0.030 1.000 0.098
B.Vc 0384  -0.308 0044  -0130  0.427 0.215 0.098 1.000

CL: Total clearance. Qp: Intercompartment clearance between central and peripheral compartment.
Qpe: Intercompartment clearance between central and peritoneal compartment. Prob: Probality. Vc: Volume of
distribution of the central compartment. Vp: Volume of distribution of the peripheral compartment. Vpe: Volume

of distribution of the peritoneal compartment. 8.CL: Parameter factor of CL. 8.Vc: Parameter factor of Vc.
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S4: Comparison of structural and final model.

Three compartment model -2LL AIC pBiais plmp iBiais ilmp
Without covariate 601.8 616.4 -0.22 2.76 -0.21 0.90
FFM on CL and Vc 591.0 610.0 0.50 3.29 -0.22 0.91

Structural model is the three-compartment model without covariate. Final model is the three-compartment model
with FFM normalised to the median population value (to the power of 8) on the total micafungin CL and Vc.
2LL: -2xlog-likelihood (objective function). AIC: Akaike information criteria. CL: Total clearance. FFM: Fat free

mass. iBias: Individual bias. ilmp: Individual imprecision. pBias: Population bias. pImp: Population imprecision.

Vc: Volume of distribution of the central compartment.
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S5: Simulation of different dosing regimens for a patient with 50 kg of fat free mass.

Concentration (mgfL) Concentration (mg/L)

Concentration (mgfL)
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=
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Day 1: 200mg q12h
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0
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Time (h)

5t 50" and 95" percentiles of simulated concentration. Thick line: Maximal concentration at steady-state

(90" percentile). Dotted line: Time to reach steady-state. Green: 100mg micafungin. Yellow: 150mg micafungin.

Blue: 200mg micafungin. LD: Loading dose. MD: Maintenance dose.
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S1: Observed individual concentrations profiles.
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$2: Structural PK model for caspofungin.

100 mg IV infusion

———————

Peripheral Qp Central Qpe Peritoneal
compartment — compartment — compartment
Vp Volume : Ve Vpe

Total Clearance (CL)

Qp: intercompartment clearance between central and peripheral compartment. Qpe: intercompartment

clearance between central and peritoneal compartment. Vc: volume of distribution of the central compartment.

Vp: volume of distribution of the peripheral compartment. Vpe: volume of distribution of the peritoneal

compartment.
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S$3: PK parameter individual estimates against FFM

CL (L)

y=0127*+2.081

04

y=0012*+0.108 <

T T T \
30 40 50 60 70

T T T
30 40 50 60 70

FFM (kg) FFM (kg)

Left table: from PK model without covariate. Right table: from PK model with FFM on CL. Circles: observed

concentrations. Filled lines: regression line. CL: clearance. FFM: fat free mass. Vc: volume of distribution of the

central compartment.
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S4: Comparison of structural to final model

Three compartment model -2LL AIC pBiais plmp iBiais ilmp
Without covariate 411.8 424.2 -0.44 2.75 -0.21 0.95
FFM on CL 405.8 420.4 -0.43 1.89 -0.21 0.96

FFM on Vc 411.5 426.1 -0.46 2.79 -0.20 0.96

FFM on CL and Vc 401.0 417.8 -0.33 1.65 -0.20 0.96

Structural model is the three-compartment model without covariate. Final model is the three-compartment model
with FFM normalised to the median population value (to the power of 8) on the total micafungin CL and Vc.
2LL: -2xlog-likelihood (objective function). AIC: akaike information criteria. CL: total clearance. FFM: fat free mass.
iBias: individual bias. ilmp: individual imprecision. pBias: population bias. plmp: population imprecision.

Vc: volume of distribution of the central compartment.
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S5: Simulation of plasma concentration with different dosing regimens for a patient with

50 kg of fat free mass.
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Solid grey lines: 2.5, 50" and 97.5" percentiles of prediction interval. Thick line: maximal concentration at

steady-state (95" percentile). Dotted line: time to reach steady-state. Green: MD of 100mg caspofungin.

Yellow: MD of 150mg caspofungin. Blue: MD of 200mg caspofungin. LD: loading dose. MD: maintenance dose.
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S$6: PTAs versus MIC considering PK parameters uncertainty.

PTA > 865 (C. albicans) PTA > 450 (C. glabrata)
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PTA over the first 48h of treatment for different dosing regimens and different fat free mass. White bars: PTA is
significantly higher than 90% (the lower 90% confidence boundary for the PTA > 90%). Light grey bars: PTA is not
significantly higher than 90% (the lower 90% confidence boundary for the PTA < 90%). Dark grey bars: PTA is
significantly lower than 90% (the higher 90% confidence boundary for the PTA > 90%). MIC distribution
(susceptibility) for C. albicans: 0.008 — 0.125 mg/L, for C. glabrata: 0.016 — 0.125 mg/L, and for C. parapsilosis:
0.064 — 0.500 mg/L [185,186].
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S7: Fractional target attainment (FTA) for different dosing regimens for each Candida

species.

C. albicans C. glabrata C. parapsilosis

Dosing regimens FFM (kg) Day 1 Day 2 Day 1 Day 2 Day 1 Day 2
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FTA is the sum of PTA values determined at each MIC and the fraction of isolates found at that MIC.
Target: total AUCo-24n/MIC > 865 for C. albicans, total AUCo-24n/MIC > 450 for C. glabrata and total AUCo-24n/MIC
> 1185 for C. parapsilosis. A caspofungin dosing regimen is successful if FTA > 90 %. CLSI breakpoints
(susceptibility): < 0.12 mg/L for C. glabrata, < 0.25 mg/L for C. albicans and even C. tropicalis and C. krusei,
< 2 mg/L for C. parapsilosis. Dark grey boxes: FTA > 90 %. AUCo.24n: area under the concentration-time curve
(0-24h). FTA: fractional target attainment. LD: loading dose. MD: maintenance dose. MIC: minimum inhibitory

concentration. PTA: probability of target attainment.
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Annexe 4 : Matériels supplémentaires de P’article 4

S1: Hemodynamic data in piglet model

Parameters T0 T6 T12
Healthy (n=7) Septic (n=15) Healthy (n=7)  Septic (n=10) Healthy (n=7) Septic (n=7)
MAP 84.6 (16.0) 92.1(22.8) 92.9 (14.0) 80.6 (16.0) 75.6 (12.5) 75.8 (32.1)
(mmHg)

SAP 102.4 (15.8) 107.4 (28.0) 116.9 (16.4) 97.7 (33.0) 97.9 (15.9) 87.4 (30.3)
(mmHg)

DAP 73.3 (14.5) 82.5 (34.4) 76.4 (12.5) 68.5 (16.3) 61.1(15.9) 57.8(7.8)
(mmHg)

(bHR | 110.1 (21.9) 111.4 (19.1) 86.6 (32.3) 136.4 (23.6) 95.6 (43.8) 125.1(38.2)
pm

cve 11.3 (4.2) 13.1(2.7) 13.0 (6.0) 15 (6.7) 13.1(6.6) 13.7 (4.2)
(mmHg)

d 3.3(0.6) 3.6 (0.8) 2.6 (0.4) 2.4(0.6) 2.5(0.6) 2.6 (0.6)

(L/min/m2.m?)

';;‘)’ 15.9 (3.3) 17.7 (4.2) 10.9 (4.3) 18.3(5.3) 11.7 (6.2) 22.8 (6.0)

7;‘)’ 13.7 (4.2) 13.1(3.3) 9.7 (3.0) 17.3 (5.4) 9.8 (4.0) 17.3(7.7)

svi 29.9 (9.6) 30.9 (7.3) 30.3(7.7) 17.9 (5.6) 28.2 (4.3) 20.7 (4.2)

(ml/m?)

(GE,})V:) 511.4 (58.2) 562.2(73.3) | 554.4(120.9) 516.2(107.7) | 559.4(93.8)  516.6(113.3)
mi/m

EVLwI 13.6 (2.4) 15.5 (3.6) 14.1(2.5) 20.5 (5.5) 18.9 (8.6) 21.0(9.7)
(ml/kg)

PVPI 2.9(0.6) 2.8(0.6) 2.5(0.6) 4(1.2) 3.2(1.2) 4.0 (1.5)
dP/dt max 581.4(137.7)  573.1(200.3) | 644.9(210.1)  793.1(486.5) | 575.7(209.0)  782.1(279.2)
(mmHg/s)

SRV 2083.6 (515.2) 2182.3(760.4) | 2935.0 (456.3) 2551.8 (690.9) | 2467.2 (415.6) 1840.0 (326.6)
(dyn.s/cm?®)

EtCO2 44.3 (11.4) 35.9 (5.5) 36.7 (6.4) 31.5(7.3) 34.1(3.6) 32.3(5.4)

(mmHg)
(cT°) 37.7(1.8) 36.7 (1.1) 37.2(1.1) 37.5 (2.4) 36.9 (1.9) 39.2(2.2)

Hemodynamic data (mean (SD)) were recorded at TO, T6 and T12. MAP: Mean arterial pressure, SBP: Systolic

arterial pressure. DBP: Diastolic arterial pressure. HR: Heart rate. CVP: Central venous pressure. Cl: Cardiac index.

PPV: Pulse pressure variations. SVV: Stroke volume variations. SVI: Stroke volume index. GEDVI: Global end-

diastolic volume index. EVLWI: Extravascular lung water index. PVPI: Pulmonary vascular permeability index.

dP/dt max: maximal rate of rise of left ventricular pressure. SRV: Systemic vascular resistance. EtCO2: “End tidal”

CO2. T: Temperature.

142



S2: Peritoneal penetration of micafungin

AUCs.12n (mg*h /L) Plasma (PL) Peritoneal fluid (PE) Ratio PE/PL (%)
Healthy pig 5.95+ 1.65 3.70+1.27 61+15
Sepsis pig 5.73+1.24 5.18+1.76 90+23
Sepsis human 14.68 +3.71 5.90 + 2.65 40+ 15

peritoneal and plasma concentrations available. AUCs.12n: total area under curve (8-12h).

Results are presented as mean + standard deviation. Ratio PE/PL was calculated from patients with both
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S3: Diagnostic plots and VPC for the final model of healthy pigs

Observations
Observations

00 05 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 00 05 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
Individual predictions Population predictions

Concentration (mg/L)

16 18 20 22 24 '

10 12 14
Time (h)

A) Observed versus population and individual predicted micafungin concentration in plasma. B) Visual predicted
check (VPC) for healthy pigs. Orange circle: observed concentration in pigs (37.5 mg of micafungin). A) — Filled
black line: identity line. Yellow curve: spline. B) — Blue lines: observed percentiles (5, 50" and 90" percentiles).

Blue and pink fields: Confidence intervals around the predicted 5, 50" and 90" percentiles.
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S4: Diagnostic plots and VPC for the final model of sepsis pigs
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A) Observed versus population and individual predicted micafungin concentration in plasma. B) Visual predicted
check (VPC) for sepsis pigs. Orange circle: observed concentration in pigs (37.5 mg of micafungin). A) — Filled black
line: identity line. Yellow curve: spline. B) — Blue lines: observed percentiles (5, 50 and 90™ percentiles).

Blue and pink fields: Confidence intervals around the predicted 5%, 50" and 90t percentiles.
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Annexe 5 : Code Monolix du modéle PBPK porcin (micafungine)

[LONGITUDINAL]
input={CLt,WT,deb}
WT = {use=regressor}
deb = {use=regressor}

PK:
depot(target=Aven)

EQUATION:
odeTypes=stiff

; Micafungin's properties

pKa =9.15; acidity constant

P =-0.39; P, n-octanol:buffer ratio

fup =0.01 ; unbound fraction in plasma
fut=1/(1+ (1 - fup)/fup * 0.5)

BP = 0.9 ; blood:plasma ratio

; Pig PBPK model structure ==

; == Initial condition ==

t 0=0

Aart_0=0; amount in arterial blood
Aven_0=0; amount in venous blood
Alun_0=0; amountin lung
Abra_0=0; amount in brain
Ahrt_0=0; amount in heart
Amus_0 = 0; amount in muscle
Askin_0 =0 ; amount in skin
Aadi_0=0; amount in adipose
Ahep _0=0;amount in liver
Agit_0=0;amount in GIT (Gastrointestinal tract)
Akid_0=0; amount in kidney
Ares_0=0; amount in rest of body

; Tissue volumes (L)

Vart = (2.65/100) * WT ; Arterial volume

Vven = (5.3/100) * WT ; Venous volume

Vlun =(2.7/100) * WT ; Lung volume

Vbra =(0.34/100) * WT ; Brain volume

Vhrt = (0.62/100) * WT ; Heart volume

Vmus = (37.8/100) * WT ; Muscle volume

Vskn = (7.7/100) * WT ; Skin volume

Vadi =(17.7/100) * WT ; Adipose volume

Vhep = (2.7/100) * WT ; Liver volume

Vgit = (6.18/100) * WT ; GIT volume stomach+Small Intestine+colon
Vkid = (0.48/100) * WT ; Kidney volume

Vres = WT - (Vart + Vven + Vlun + Vbra+ Vhrt + Vmus + Vskn + Vadi + Vhep + Vgit + Vkid) ; Rest of body volume
Vtot = WT ; Total Volume
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; Blood flows (L/h)

Ht = 0.35 ; Pig hematocrit
CO =deb * WT * (1 - Ht) ; Total plasmatic flow (L/h)

Qbra = (2.05/100) * CO ; Brain plasmatic flow

Qhrt =(3.67/100) * CO ; Heart plasmatic flow

Qskn = (5/100) * CO ; Skin plasmatic flow

Qmus = (20/100) * CO ; Muscle plasmatic flow

Qadi = (16.7/100) * CO ; Adipose plasmatic flow

Qgit = (21.5/100) * CO ; GIT plasmatic flow

QhepArt = (5.1/100) * CO ; Hepatic arterial plasmatic flow
QhepT= QhepArt + Qgit ; Total hepatic plasmatic flow
Qkid = (13.45/100) * CO ; Kidney plasmatic flow

Qart = CO ; Artery plasmatic flow

Qlun = CO ; Lung plasmatic flow

Qven = CO ; Vein plasmatic flow

SUMQ = Qmus + Qkid + Qhrt + QhepT + Qbra + Qskn + Qadi
Qres = CO - SUMQ ; rest of body plasmatic flow

; Concentrations

Clun = Alun/Vlun
Cbra = Abra/Vbra
Chrt = Ahrt/Vhrt
Cskn = Askn/Vskn
Cmus = Amus/Vmus
Cadi = Aadi/Vadi
Cgit = Agit/Vgit
Chep = Ahep/Vhep
Ckid = Akid/Vkid
Cven = Aven/Vven
Cart = Aart/Vart
Cres = Ares/Vres

; Elimination

fraHep = 0.99 ; fraction of hepatic elimination
fraKid = 0.01; fraction of renale elimination

CLHep = fraHep * CLt ; hepatic elimination
CLKid = fraKid * CLt ; renale elimination

; == Partition Coefficients

pHp = 7.4 ; pH of plasma
pHiw = 7 ; pH of intracellular water

X =1+ 10"pKa - pHiw) ; weak base
Y =1+ 10" (pKa - pHp) ; weak base

;fiw, fractional content of intracellular water
fiwLun = 0.446

fiwBra = 0.62

fiwHrt = 0.456

fiwSkn = 0.291

fiwMus = 0.63
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fiwAdi = 0.017

fiwGit = 0.475 ; fiw.gut
fiwHep =0.573

fiwKid = 0.483

;few, fractional content of extracellular water
fewLun =0.336

fewBra =0.162

fewHrt =0.32

fewSkn = 0.382

fewMus =0.118

fewAdi =0.135

fewGit = 0.282 ; fiw.gut

fewHep =0.161

fewKid =0.273

;fnl, fractional content of neutral nonpolar lipids equivalent
fnlP = 0.0012

fnlLun = 0.0138

fnlBra = 0.0452

fnlHrt =0.0127

fnISkn = 0.0313
fnlMus = 0.0250

fnlAdi = 0.6635

fnlGit = 0.0274 ; fnl.gut
fnlHep = 0.0501

fnlKid = 0.01824

;fnp, fractional content of neutral phospholipids equivalent
fnpP = 0.0033

fnpLun = 0.00545

fnpBra = 0.003126

fnpHrt = 0.00248

fnpSkn = 0.00118

fnpMus = 0.002402

fnpAdi = 0 ; below the limit of quantification (20 ug/ml)
fnpGit = 0.00089 ; fnl.gut

fnpHep = 0.00913

fnpKid = 0.004517

;PR.t/PR.p, tissue-to-plasma concentration ratio of albumin
Ralbulun =0.212

RalbuBra = 0.048

RalbuHrt =0.157

RalbuSkn =0.277

RalbuMus = 0.064

RalbuAdi = 0.049

RalbuGit = 0.158 ; fnl.gut

RalbuHep = 0.086

RalbuKid = 0.13

;Kpu, tissue-to-buffer ratio

KpuLun = X * fiwLun/Y + fewLun + (P * fnlLun + (0.3 * P + 0.7) * fnpLun)/Y
+(1/fup-1-(P*fnlP + (0.3 * P+0.7) * fnpP)/Y) * RalbuLun

KpuBra = X * fiwBra/Y + fewBra + (P * fnIBra + (0.3 * P + 0.7) * fnpBra)/Y
+(1/fup-1-(P*fnlP + (0.3 * P+0.7) * fnpP)/Y) * RalbuBra
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KpuHrt = X * fiwHrt/Y + fewHrt + (P * fnlHrt + (0.3 * P + 0.7) * fnpHrt)/Y
+(1/fup-1-(P*fnlP + (0.3 * P+0.7) * fnpP)/Y) * RalbuHrt

KpuSkn = X * fiwSkn/Y + fewSkn + (P * fnISkn + (0.3 * P + 0.7) * fnpSkn)/Y
+(1/fup-1-(P*fnlP+ (0.3 * P+0.7) * fnpP)/Y) * RalbuSkn

KpuMus = X * fiwMus/Y + fewMus + (P * fnIMus + (0.3 * P + 0.7) * fnpMus)/Y
+(1/fup-1-(P*fnlP + (0.3 * P+0.7) * fnpP)/Y) * RalbuMus

KpuAdi = X * fiwAdi/Y + fewAdi + (P * fnlAdi + (0.3 * P + 0.7) * fnpAdi)/Y
+(1/fup-1-(P*fnlP + (0.3 * P+0.7) * fnpP)/Y) * RalbuAdi

KpuGit = X * fiwGit/Y + fewGit + (P * fnlGit + (0.3 * P + 0.7) * fnpGit)/Y
+(1/fup-1-(P*fnlP + (0.3 * P+0.7) * fnpP)/Y) * RalbuGit ; Kp.gut

KpuHep = X * fiwHep/Y + fewHep + (P * fnlHep + (0.3 * P + 0.7) * fnpHep)/Y
+(1/fup-1-(P*fnlP + (0.3 * P+0.7) * fnpP)/Y) * RalbuHep

KpuKid = X * fiwKid/Y + fewKid + (P * fnlKid + (0.3 * P + 0.7) * fnpKid)/Y
+(1/fup-1-(P*fnlP + (0.3 * P+0.7) * fnpP)/Y) * RalbuKid

;Kp, partition coefficient
KpLun = KpuLun * fup

KpBra = KpuBra * fup

KpHrt = KpuHrt * fup

KpSkn = KpuSkn * fup
KpMus = KpuMus * fup
KpAdi = KpuAdi * fup

KpGit = KpuGit * fup ; Kp.gut
KpHep = KpuHep * fup
KpKid = KpuKid * fup

KpRes = 0.14 ; mean of calculated Kp

; = Differential equations

ddt_Alun = Qlun * (Cven * BP - Clun * BP/KpLun) ; Lung
ddt_Abra = Qbra * (Cart - Cbra * BP/KpBra) ; Brain
ddt_Ahrt = Qhrt * (Cart - Chrt * BP/KpHrt) ; Heart
ddt_Askn = Qskn * (Cart - Cskn * BP/KpSkn) ; Skin
ddt_Amus = Qmus * (Cart - Cmus * BP/KpMus) ; Muscle
ddt_Aadi = Qadi * (Cart - Cadi * BP/KpAdi) ; Adipose
ddt_Agit = Qgit * (Cart - Cgit * BP/KpGit) ; GIT

ddt_Ares = Qres * (Cart - Cres * BP/KpRes) ; Rest of body

ddt_Ahep = (QhepArt * Cart) + (Qgit * Cgit * BP/KpGit) - (QhepT * Chep * BP/KpHep) - (Chep*BP/KpHep *
CLHep) ; Liver
ddt_Akid = Qkid * (Cart - Ckid * BP/KpKid) - (Ckid*BP/KpHep * CLKid) ; Kidney

ddt_Aart = Qart * (Clun * BP/KpLun - Cart) ; Arterial blood
ddt_Aven = ; Venous blood

( Qbra * Cbra * BP/KpBra

+ Qhrt * Chrt * BP/KpHrt

+ Qskn * Cskn * BP/KpSkn

+Qmus * Cmus * BP/KpMus

+Qadi * Cadi * BP/KpAdi

+ QhepT * Chep * BP/KpHep

+ Qkid * Ckid * BP/KpKid

+ Qres * Cres * BP/KpRes

- Qlun * Cven)/BP

OUTPUT:

output = {Cven, Cart, Clun, Cbra, Chrt, Cskn, Cmus, Cadi, Cgit, Chep, Ckid, Cres}
table = {Cven}
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