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1. Introduction	
L’avènement des antibiotiques a permis un recul de la mortalité imputable aux maladies infectieuses causées 

par des bactéries. Malgré cette diminution, les maladies infectieuses devraient causer 13 millions de décès en 

2050 (1). Outre les problèmes de résistance bactérienne aux antibiotiques, une autre problématique majeure 

des pays industrialisés concerne des pathologies à morbi-mortalité élevée, nécessitant de fortes doses 

d’antibiotiques sur de longues durées comme les Infections Ostéo Articulaires (IOA) sur matériel ou chroniques 

ou les Endocardites Infectieuses (EI). L’amoxicilline est une des β-lactamines les plus employées dans ces 

infections lorsque les micro-organismes incriminés sont sensibles à celle-ci. Dans un contexte d’EI ou d’IOA, 

les doses prescrites représentent au moins 4 g par jour et sont administrées sur de longues durées (au 

minimum 2 semaines) (2–4). Ces antibiothérapies sont généralement débutées par voie Intraveineuse (IV) 

avant de passer à la voie orale pour des raisons de confort du patient. Les contraintes liées à ces deux types 

d’infection expliquent l’utilisation massive de l’amoxicilline. En effet, cette molécule possède un spectre large 

ainsi qu’une relative innocuité. Avec l’émergence de résistances, il est de plus en plus rare de pouvoir traiter 

un bacille à Gram négatif par de l’amoxicilline en monothérapie. Néanmoins, cette molécule reste active sur 

de nombreuses bactéries responsables d’EI ou d’IOA (streptocoques, entérocoques, Cutibacterium acnes). 

L’amoxicilline est par ailleurs une molécule qui possède une très bonne biodisponibilité ce qui permet 

l’administration du traitement per os (5). Son innocuité en fait un excellent choix pour des antibiothérapies 

longues à posologies élevées chez des patients pouvant présenter des comorbidités. En effet, des cas de 

toxicité sont rapportés dans la littérature (6–8) mais sont caractérisés par des concentrations plasmatiques 

largement au-dessus des concentrations habituellement considérées comme thérapeutiques. 

L’optimisation de l’utilisation d’antibiotiques a pu être grandement facilitée grâce au développement du Suivi 

Thérapeutique Pharmacologique (STP) (9). Ainsi, les cliniciens peuvent monitorer leurs patients en suivant les 

paramètres pharmacocinétiques/pharmacodynamiques (PK/PD) de leurs patients. Dans le cadre des EI, les 

cliniciens ont l’habitude de recourir au STP afin de prévenir une toxicité lors de l’administration de 

glycopeptides ou d’aminosides (2) et de s’assurer d’une exposition suffisante en antibiotique pour prévenir 

l’apparition de résistances bactériennes (glycopeptiques). A l’inverse, les recommandations de dosage des 

concentrations dans le but de déterminer l’efficacité du traitement sont rares. Des recommandations par les 

Sociétés Françaises de Pharmacologie et de Réanimation sur l’optimisation des β-lactamines en soins critiques 

ont été publiées en octobre 2018 (10). L’efficacité du traitement est par ailleurs évaluée sur des aspects 

cliniques et d’imagerie. Peu d’études ont en revanche regardé le lien qu’il pourrait exister entre paramètres 

PK/PD et échec thérapeutique (11–15). Il semblerait intéressant de regarder le lien entre ces paramètres 

PK/PD et l’issue clinique d’un traitement par amoxicilline (guérison vs échec) dans le cadre d’EI ou d’IOA.  
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Pour étudier ce lien, il faut également prendre en considération un point commun physiopathologique que 

présentent ces 2 types d’infections : le biofilm. Les biofilms bactériens sont des amas structurés composés de 

bactéries enrobées d’une matrice polymérique et attachés à une surface. Ils protègent les bactéries et leur 

permettent de survivre dans des conditions environnementales hostiles (16). La présence de biofilm a donc 

un impact sur la prise en charge de ces pathologies puisque l’antibiotique va rencontrer des difficultés pour 

pénétrer la structure du biofilm afin d’agir sur les bactéries et il aura des difficultés d’action sur ces-dernières, 

les bactéries étant à l’état quiescent à l’intérieur d’un biofilm. Ainsi, si la cible des concentrations plasmatiques 

pour les β-lactamines correspond à 4 à 8 fois la CMI (17–19), les concentrations cibles en présence de biofilm 

seraient beaucoup plus importantes d’après les expériences in vitro (16,20,21) et par conséquent, 

potentiellement impossible à atteindre in vivo. Par exemple, dans le cas d’un verrou antibiotique sur un 

dispositif implantable, il faudrait des concentrations de 100 à 1000 fois la CMI afin d’éradiquer le biofilm 

(16,22). Dans une autre étude in vitro sur des Streptococcus agalactiae (21), la  concentration en pénicilline 

permettant d’éradiquer le biofilm représente 2000 à 4000 fois la CMI. Le rôle de l’amoxicilline sur le biofilm a 

été étudié dans des modèles in vitro de biofilm gingival (23), chez des patients atteints de sinusites chroniques 

(24) ainsi que sur certaines souches de staphylocoques (25). Par ailleurs, l’action de l’ampicilline (molécule 

proche de l’amoxicilline) a également été étudiée sur le biofilm d’E. coli (26). Il ressort de ces études que 

l’amoxicilline peut avoir une action préventive et/ou d’éradication du biofilm qui sera différente selon la 

souche bactérienne concernée. 

Dans ce contexte, il parait intéressant d’étudier à l’aide d’un modèle in vitro, l’impact de l’amoxicilline sur le 

biofilm. 
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2. Utilisation	de	l’amoxicilline	à	hautes	doses	en	clinique	
L’amoxicilline est une β-lactamine très utilisée en infectiologie. Cette utilisation s’explique par son large 

spectre d’action, son innocuité ainsi que son coût. 

a. Pour	quelles	pathologies	?	
L’utilisation de hautes doses d’amoxicilline est particulièrement fréquente dans deux pathologies : les EI (2) et 

les IOA (27). Bien que ces pathologies soient rares, elles sont associées à une mortalité élevée. 

i. Les	endocardites	infectieuses	(EI)	
Les endocardites infectieuses (EI) sont définies comme étant l’infection d’une ou plusieurs valves cardiaques, 

native ou prothétique (28,29). 

Dans ce chapitre, les aspects épidémiologiques, microbiologiques et diagnostiques sont succinctement 

résumés. La prise en charge sera quant à elle focalisée sur les bactéries sensibles à l’amoxicilline. 

• Epidémiologie 

Leur incidence est estimée à 3-10 cas pour 100000 habitants dans les pays industrialisés (28,30). Les hommes 

sont plus touchés par cette pathologie (29) et la mortalité est élevée. En effet, dans la cohorte mondiale de 

Murdoch et al. (31) La mortalité de l’EI pendant l’hospitalisation était de 20 % et pouvait atteindre 25 à 30 % 

dans les 6 mois après le diagnostic voire 40 % à 1 an (dépendant du microorganisme incriminé).  Dans la revue 

de littérature de Thuny et al. (30), la mortalité peut atteindre 1/3 des patients dans l’année suivant leur 

diagnostic. D’après une étude française portant sur EI et valvulation pulmonaire percutanée (32), la mortalité 

était de 14 %. Il est à noter que malgré les progrès en matière de diagnostic et thérapie, la mortalité n’a pas 

diminué depuis 25 ans (30,31). Cela peut en partie s’expliquer par l’augmentation de l’âge des patients et les 

EI associées aux soins. Les agents pathogènes incriminés sont généralement plus résistants (cet aspect ne sera 

pas abordé dans la suite de ce chapitre). 

• Microbiologie 

Les fréquences de micro-organismes en cause sont résumées dans le Tableau 1. 
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Tableau 1 : Répartition des micro-organismes responsables d'EI dans une cohorte Française de 497 patients (33) 

Micro-organismes Fréquences 

Streptocoques 

Streptocoques oraux 19 % 

48 % 

Streptocoques du 

Groupe D (72 % de S. 

gallolyticus) 

12.5 % 

Streptocoques 

pyogènes 
5 % 

Entérocoques (90 % de E. faecalis) 10.5% 

Staphylocoques 

S. aureus 26 % 

36 % Staphylocoques à 

coagulase négative 
10 % 

HACCEK (Haemophilus, Aggregatibacter, 

Cardiobacterium, Capnocytophaga, Eikenella 

corrodens, Kingella) 

1-2 % 

Espèces Candida 1-2 % 

Autres* 6 % 

≥ 2 micro-organismes 1.8 % 

Pas de micro-organisme identifié 5.2 % 

(*) Entérobactéries, Cutibacterium acnes, Pseudomonas aeruginosa, Lactobacillus spp., Corynebacterium spp, Coxiella 

burnetti, Bartonella quintana, Tropheryma whipplei, Gordonia bronchialis, Bacillus spp, Erysipelothrix rhusiopathiae, 

Neisseria elongata, Moraxella catarrhalis, Veillonella spp, Listeria monocytogenes, Acinetobacter ursingii, Campylobacter 

fetus, Francisella tularensis et Catabacter hongkongensis. 

• Diagnostic 

Le diagnostic de l’EI nécessite l’intégration d’arguments cliniques, microbiologiques et d’imagerie (2,28,34). 

Depuis 2000, il est recommandé d’utiliser les critères de Duke modifiés dans le cadre du diagnostic d’EI qui 

sont définis dans le Tableau 2. Ces critères sont résumés dans le Tableau 3. 
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Tableau 2 : Définition des critères de Duke modifiés 

Critères majeurs 

Hémocultures positives 

2 hémocultures (+) à Streptocoques 

non groupables, S. gallolyticus, 

HACCEK*, S. aureus ou Entérocoques 

communautaires. 

Hémocultures persistantes au même 

micro-organisme : 2 hémocultures (+) 

à 12h d’intervalle, ou toutes les 

hémocultures (si 3) ou une majorité (si 

plus de 4). 

Sérologie C. burnetti 
Avec des IgG en phase I ≥ 800 en 

Immunofluorescence 

Atteinte de l’endocarde, 

signes échographiques et 

cliniques 

Echographie positive : végétation, 

abcès, nouvelle déhiscence d’une 

valve prothétique. 

Clinique positive : nouveau souffle 

cardiaque 

Critères mineurs 

Clinique Microbiologie 

Cardiopathie pré-existante, 

toxicomanie, fièvre > 38°C, 

phénomènes vasculaires, 

immunologiques. 

Hémoculture positive (n’entrant pas 

dans les critères majeurs), sérologie 

positive pour une bactérie connue 

responsable d’EI 
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Tableau 3 : Critères de Duke modifiés 

 Critères 

Endocardite certaine 

Critère pathologique Critère clinique 

Culture ou examen histologique 

2 critères majeurs ou 1 critère 

majeur et 3 critères mineurs ou 

5 critères mineurs 

Endocardite possible  

1 critère majeur et 1 ou 2 

critères mineurs ou 3 ou 4 

critères mineurs 

Endocardite exclue 

Autre diagnostic certain, résolution en moins de 4 jours sous 

antibiotiques, absence d’évidence à la chirurgie ou à l’autopsie 

après 4 jours d’antibiotiques, aucun critère d’endocardite 

 

• Prise en charge 

La prise en charge consiste en l’instauration d’une antibiothérapie associée dans certains cas à la chirurgie. Le 

but du traitement est d’éradiquer la présence bactérienne. Des recommandations européennes ont été 

publiées en 2015 (2). Le traitement empirique (résumé dans le Tableau 4) doit être débuté après le 

prélèvement des hémocultures. Un aminoside et une β-lactamine sont habituellement prescrits afin de 

diminuer la durée de la thérapie tout en obtenant une éradication du micro-organisme en cause. Le Tableau 

5 résume les options thérapeutiques pour les bactéries sensibles à l’amoxicilline. Le traitement est prescrit 

pour une durée de 2 à 6 semaines (2). En cas d’allergie aux β-lactamines, celles-ci sont remplacées par la 

vancomycine. 

Le critère de réussite biologique du traitement d’une EI repose sur la stérilisation des hémocultures. 
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Tableau 4 : Traitement empirique des EI d’après Habib et al. (2) 

Type d’infection Antibiotique Posologie 

EI communautaire sur valve native ou 

valve prothétique > 12 mois post-

chirurgie 

Ampicilline + Oxacilline + Gentamicine 

12 g/jr IV en 4–6 injections + 12 

g/jr IV en 4–6 injections + 3 

mg/kg/jr IV ou IM en 1 injection 

EI sur valve prothétique récente (< 12 

mois post-chirurgie) et EI associée aux 

soins (nosocomiale ou non) 

Vancomycine + Gentamicine + 

Rifampicine 

30 mg/kg/jr IV en 2 injections + 

3 mg/kg/jr IV ou IM en 1 

Injection + 900–1200 mg IV ou 

per os en 2 ou 3 prises 
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Tableau 5 : Traitement proposé selon la documentation bactériologique 

  

 

Bactérie	 Antibiothérapie	 Posologie	

Durée	(semaines)	

Valve 

native 

Valve 

prothétique 

Streptocoques	

oraux	et	

Streptococcus	

bovis	

Souches 

sensibles à la 

pénicilline G 

Pénicilline G 
12–18 millions U/jr IV en 

continu ou 4-6 injections 

2 (si 

association 

aminoside) 

4 

6 

Ou Amoxicilline 
100–200 mg/kg/jr IV en 4–6 

injections 

Ou Ceftriaxone 2 g/jr IV ou IM en 1 injection 

+/- Gentamicine 

ou Nétilmicine 

3 mg/kg/day i.v. ou i.m. en 1 

injection ou 4–5 mg/kg/day 

i.v. en 1 injection 

Souches 

intermédiaires 

à la pénicilline 

G 

Pénicilline G 
24 millions U/jr IV en 

continuo ou en 4-6 injections β-

lactamine 

4 

Aminoside 

2 

6 
Ou Amoxicilline 

200 mg/kg/jr IV en 4–6 

injections 

Ou Ceftriaxone 2 g/jr IV ou IM en 1 injection 

+ Gentamicine 
3 mg/kg/jr IV ou IM en 1 

injection 

Enterocoques	

Amoxicilline + Gentamicine 

200 mg/kg/jr IV en 4–6 

injections + 3 mg/kg/jr IV ou 

IM en 1 injection 

4-6 (si les 

symptômes 

persistent) 

+ 2-6 

6 + 2-6 Ou Ampicilline + Ceftriaxone 

200 mg/kg/jr IV en 4–6 

injections 

4 g/jr IV ou IM en 2 

injections 

6 

Ou Vancomycine + Gentamicine 

30 mg/kg/jr IV en 2 

injections 

3 mg/kg/jr IV ou IM en 1 

injection 

6 
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ii. Les	infections	ostéo-articulaires	(IOA)	
Les infections ostéo-articulaires (IOA) représentent un ensemble d’entités cliniques diverses. Elles peuvent 

être classées sur différents critères : localisation, délai d’évolution, voie de contamination, présence de 

matériel (35). 

Comme précédemment, les aspects épidémiologiques, physiopathologiques et diagnostiques seront 

succinctement résumés. La prise en charge sera quant à elle focalisée sur les bactéries sensibles à 

l’amoxicilline. 

 

• Epidémiologie : 

L’incidence des IOA toute cause confondue est de 2-6 cas pour 100000 habitants dans les pays industrialisés 

(36). Si l’on considère les IOA précoces en France, l’incidence était située entre 0,34 % et 1,53 % selon la 

localisation en 2010 (27). Selon le Bulletin Epidémiologique Hebdomadaire du 13 février 2013, la mortalité 

hospitalière associée aux IOA était de 2,5 pour 100000 (37). 

• Physiopathologie 

Il s’agit de distinguer les infections aigues des infections chroniques ainsi que le mécanisme d’infection (38). 

Les infections à point de départ hématogène sont les plus communes chez les jeunes et les personnes âgées 

(38).  

Lorsque l’on parle d’IOA sur prothèses, deux types de situations sont à distinguer : les infections précoces (< 

1 mois) ou les infections tardives (> 1 mois). 

 

• Diagnostic d’une IOA bactérienne 

Le diagnostic est facile si l’infection est aigue mais plus complexe en cas d’infection chronique ou d’infection 

sur matériel.  

Il repose sur un faisceau d’arguments cliniques, radiologiques et bactériologiques. Une confrontation 

multidisciplinaire est nécessaire pour décider de la conduite à tenir. 

L’interprétation des résultats microbiologiques doit impérativement prendre en compte le contexte clinique, 

l’(les)espèce(s) identifiée(s), la nature et le nombre de prélèvements positifs et de colonies observées. 
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Les critères suivants sont retenus pour affirmer une IOA (36) :  

• ≥ 3 prélèvements per opératoires ou 2 prélèvements espacés dans le temps positifs à la même bactérie 

(espèce et antibiogramme identiques) appartenant à la flore cutanée (staphylocoque à coagulase négative, 

Cutibacterium acnes, corynebactéries…) 

• ≥ 2 prélèvements positifs à une bactérie n’appartenant pas à la flore cutanée et pour laquelle la 

question d’une contamination ne se pose pas (Staphylococcus aureus, entérobactéries, Pseudomonas 

aeruginosa, Streptococcus pneumoniae, Salmonella, Listeria, Neisseria gonorrhoeae, Campylobacter, 

Pasteurella…). 

Dans les infections chroniques, la culture met généralement plus de temps à se positiver et les colonies 

peuvent présenter un caractère atypique. Les infections poly microbiennes sont fréquentes (10-15%) (39). 

• Prise en charge : 

Leur prise en charge associe traitement chirurgical en particulier en présence d’une prothèse et 

antibiothérapie (40). Il n’existe pas de consensus européen mais les sociétés savantes ont établi des lignes 

directrices selon le cas rencontré notamment dans le cadre d’infections sur prothèse (41). La HAS a 

notamment édité des recommandations sur la prise en charge des infections sur prothèse de hanche et du 

genou (27). Dans le cadre des infections par Streptocoques par exemple, l’HAS recommande l’utilisation de 

fortes doses d’amoxicilline (Tableau 6). 

Le succès thérapeutique est évalué par des critères cliniques, d’imagerie, et biologique. 
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Tableau 6 : Recommandations de l'HAS (27) dans la prise en charge d'infections sur prothèse de hanche et du genou causées par 

des Streptocoques 

 Traitement initial Relai oral exclusif 

Streptocoques  

Poids ≤ 70 kg 

Amoxicilline 1,5 g/4 h IV 

OU 

ceftriaxone 

2 g/24 h IV 

Clindamycine 

600 mg x3/j 

OU 

amoxicilline 

2 g 3x/j 

Poids > 70 kg 

Amoxicilline 2 g/4 h IV 

OU 

ceftriaxone 

1,5 à 2 g/12 h IV 

Clindamycine 

600 mgx4/j 

OU 

amoxicilline 

3 g 3x/j 

 

b. Dans	quel	but	?	
Le but premier d’un traitement antibiotique dans le cadre d’EI ou d’IOA est l’éradication du micro-organisme 

responsable de l’infection (2). Les micro-organismes à l’état quiescent (notamment ceux présents dans le 

biofilm) responsables de réinfection, doivent être éliminés (2). La chirurgie contribue à ce processus par 

l’élimination des dispositifs infectés et donc du biofilm qui s’est formé sur ces-derniers. L’utilisation de hautes 

doses d’antibiotiques a pour objectif secondaire d’empêcher la reformation du biofilm ou en l’absence de 

lavage chirurgical, d’éradiquer celui qui a pu être formé. 

Ces pratiques cliniques ne reposent pas sur des études clinico-biologiques mais sur des critères empiriques. 

 	



 

 

27 

3. Critères	intermédiaires	biologiques	d’efficacité	
 

a. Le	suivi	thérapeutique	pharmacologique	(STP)	
D’après la société française de pharmacologie, le STP est défini par 3 étapes successives : 

• la mesure précise et fiable de la concentration sanguine d’un médicament ;  

• l’interprétation de cette valeur de concentration en fonction des connaissances disponibles sur les 

relations concentrations-effets de ce médicament ;  

• le calcul et la proposition d’une posologie permettant a priori de maximiser les chances de succès du 

traitement (10) en intégrant les paramètres pharmacocinétiques du patient, le contexte 

physiopathologique, et les traitements associés. 

Des recommandations sont bien établies notamment dans le suivi des traitements par aminosides par exemple 

(42) afin de prévenir les événements toxiques, néphrotoxicité et ototoxicité essentiellement. Plus récemment, 

des recommandations ont été écrites conjointement par la Société Française de Pharmacologie et de 

Thérapeutique et la Société Française de Réanimation quant au STP des b-lactamines chez les patients de  

réanimation (10) dans le but de déterminer des concentrations efficaces chez des patients critiques. 

L’amoxicilline possédant une relative innocuité, le STP peut aussi être envisagé pour la surveillance de son 

efficacité dans le cadre de traitements d’EI ou d’IOA nécessitant l’utilisation de fortes doses d’amoxicilline, 

afin d’observer si les concentrations plasmatiques atteintes permettent d’être efficaces sur les bactéries à 

l’état planctonique et dans un second temps si elles permettent une éradication du biofilm.  

En effet, peu d’études ont étudié le lien entre paramètres pharmacocinétiques/pharmacodynamiques (PK/PD) 

et efficacité clinique de l’amoxicilline chez des patients atteints d’EI et d’IOA (11). Chez des patients avec  EI, 

une étude observationnelle a rapporté un taux de guérison de 80% de guérison après un traitement par voie 

orale (12) et un essai clinique a montré que l’utilisation de hautes doses d’amoxicilline après une 

antibiothérapie IV initiale aboutissait au traitement de tous les patients dans le bras traité (13). Dans ces 

études le succès thérapeutique n’est évalué que sur des critères cliniques et aucun paramètre 

pharmacologique n’est étudié. La littérature n’est pas plus riche concernant l’efficacité de l’amoxicilline et les 

IOA. Une revue (14) a étudié le devenir des patients atteints d’IOA causées par des bactéries  anaérobies dans 

laquelle 30% des patients étaient traités par l’amoxicilline. Un traitement chirurgical était associé à une 

antibiothérapie dans 93,5% des cas. Cette étude n’étant pas centrée sur l’amoxicilline, aucun taux de guérison 

associé au traitement par celle-ci n’est présenté. Une autre étude rétrospective s’est intéressée aux IOA (15). 

Cinquante-neuf pourcent des patients de cette étude étaient traités par de l’amoxicilline mais de nouveau les 

auteurs ne concluent pas sur l’efficacité de l’amoxicilline. Il est cependant intéressant de noter qu’ils 



 

 

28 

soulignent un nombre important d’évènements clinique défavorables ainsi que d’amputations en dépit d’un 

taux de résistance bas. Une étude observationnelle parait donc pertinente afin d’étudier ces paramètres. 

Un autre aspect intéressant du STP de l’amoxiclline dans le cadre d’EI et d’IOA serait donc de voir si les 

concentrations plasmatiques obtenues empêchent la reformation du biofilm lorsqu’un traitement chirurgical 

a été réalisé afin d’éliminer le biofilm présent. 

 

b. Action	sur	le	biofilm	
Parmi les critères d’efficacité à prendre à compte dans ce type d’infection, il y a le fait de prévenir la formation 

du biofilm ou de l’éradiquer. Dans le but d’atteindre cet objectif, les patients sont actuellement traités, de 

façon empirique, par de fortes posologies d’amoxicilline afin d’être efficace sur les bactéries planctoniques et 

quiescentes. 

i. Rappel	sur	le	biofilm	
Lebeaux et al. rappellent dans une revue de la littérature (43) que 65 à 80 % des infections humaines seraient 

associées à la présence de biofilm (Figure 1). Ainsi, le biofilm est largement étudié grâce à différents modèles 

afin de mieux comprendre ses propriétés spécifiques et de le combattre. 
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Figure 1 : Infections présentant du biofilm d’après Lebeaux et al. (43) 

Celui-ci est défini comme un consortium de cellules microbiennes, composé d’une ou plusieurs espèces, 

entouré d’une matrice polymérique produite par celles-ci (16). La matrice du biofilm est hautement hydratée 

(jusqu’à 97 % d’eau) et peut être constituée de polysaccharides, de protéines, d’acides nucléiques, d’agents 

tensioactifs, de lipides, de glycolipides et de cations. La composition de la matrice varie selon l’espèce 

bactérienne et les conditions de croissance (44). Celui-ci constitue donc une barrière mécanique dans laquelle 

les bactéries vont être sous forme quiescente. Ponctuellement, des bactéries à l’état planctonique vont être 

libérées de cette matrice pouvant causer une réinfection. Le biofilm est donc également un réservoir pour de 

futures infections.  

La formation d’un biofilm comprend plusieurs étapes (Figure 2) qui peuvent se succéder dans un temps très 

court. On considère que l’adhésion bactérienne irréversible se produit dans les 4-8h (45) et que le biofilm 

s’installe en 8 jours.  
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Figure 2 : Etapes de formation et de dispersion du biofilm d’après Tremblay et al. (44) 

 

Le biofilm est un mode de survie des bactéries : il va protéger ces-dernières contre la phagocytose, les 

anticorps ainsi que l’action des antibiotiques (Figure 3) (46). 
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Figure 3 : Le biofilm comme mode de protection des bactéries d’après Costerton et al. (46) 

(A) Les bactéries planctoniques peuvent être éliminées par les anticorps et les phagocytes et sont accessibles aux antibiotiques (B) 

Formation de biofilm sur des surfaces inertes : les bactéries à l’intérieur de cette structure ne peuvent plus être atteintes par les 

anticorps, les phagocytes et les antibiotiques (C) Les phagocytes sont attirés par les biofilms. La phagocytose est perturbée mais les 

enzymes sont tout de même libérées. (D) Les enzymes phagocytaires endommagent les tissus autour du biofilm et des bactéries 

planctoniques sont relarguées de ce-dernier conduisant à une dissémination et une infection aigue des tissus environnants.  

 

Les antibiotiques et plus spécifiquement l’amoxicilline, vont avoir des difficultés à cibler les bactéries pour 

deux raisons : la matrice polymérique doit être traversée afin d’atteindre les bactéries puis l’antibiotique doit 

agir sur celles-ci. Or les β-lactamines agissent sur des cellules en division et le biofilm est composé de cellules 

dites quiescentes. 

ii. Les	outils	disponibles	pour	l’étudier	

Il existe différents types de modèles afin de pouvoir étudier le biofilm. 

Antibiotique Anticorps Cellule planctonique Biofilm Enzyme de phagocytose 
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• Les	modèles	in	vivo	

Les modèles in vivo permettent d’émettre une hypothèse qui pourra être validée par des études cliniques par 

exemple. De nombreux modèles non-mammifères (plantes, invertébrés) ont été développés cette dernière 

décennie afin d’étudier la colonisation des tissus, la formation du biofilm et le début de la pathologie (43). 

• Les	modèles	ex	vivo	

A la frontière des modèles in vitro et in vivo, existent les modèles ex vivo qui consistent à placer des tissus ou 

organes extraits d’un organisme dans un environnement artificiel afin de réaliser l’analyse (43). Ces modèles 

permettent un meilleur contrôle des conditions expérimentales et représentent une alternative aux modèles 

in vivo. 

• Les	modèles	in	vitro	

Deux types de dispositifs sont actuellement disponibles pour étudier le biofilm : les modèles ouverts et les 

modèles clos. Les modèles ouverts ou dynamiques ont l’avantage de se rapprocher des conditions in vivo en 

contrôlant l’apport en nutriments, le flux et la température. Ils permettent d’étudier la dynamique du biofilm 

en l’absence de bactéries planctoniques et peuvent servir de modèle PK/PD mais ils sont difficiles à mettre en 

place dans un laboratoire. A l’inverse les modèles clos (ou statiques) n’offrent qu’une approche in vitro mais 

sont plus aisés à implémenter et peuvent permettre d’avoir un plus haut débit d’analyses (47). 

Parmi les modèles clos in vitro, un des plus utilisé dans la littérature est le Calgary Device ou MBEC device (47–

54). Ce dispositif est composé d’une plaque 96 puits et d’un couvercle modifié qui comporte des peignes. Le 

biofilm se forme sur ces derniers. Un des avantages de ce dispositif est qu’il permet de déterminer différents 

paramètres dont la Concentration Minimale d’Eradication du Biofilm (CMEB) ainsi que la Concentration de 

Prévention de formation du Biofilm (CPB). 

Aucune étude n’a, à notre connaissance, observé le rapport entre CMEB ou CPB et outcome clinique (guérison 

après arrêt de l’antibiotique vs échec : changement d’antibiotique ou antibiothérapie suspensive) dans le 

cadre de traitement d’EI ou d’IOA par amoxicilline afin de regarder si un échec thérapeutique pourrait 

correspondre à une concentration plasmatique inefficace sur le biofilm. 

La détermination de la Concentration de Prévention de formation du Biofilm ou CPB (47,51) peut être un outil 

intéressant afin de déterminer si les concentrations plasmatiques atteintes permettent d’empêcher la 

reformation d’un biofilm notamment lorsque le patient a reçu une prise en charge chirurgicale comprenant 

un lavage de la prothèse. La détermination de ce paramètre permet notamment de voir des phénomènes 

d’induction de biofilm. 

En effet, certaines études évoquent le fait que des antibiotiques utilisés dans des concentrations inférieures à 

la CMI (sub-CMI) peuvent avoir un effet inducteur (55–58) ou inhibiteur du biofilm (55). Kaplan rappelle dans 

sa revue (55) que l’azithromycine utilisée à des concentrations inférieures à une fois la CMI permet d’inhiber 



 

 

33 

le quorum-sensing ainsi que la production d’alginate nécessaires à la formation du biofilm de Pseudomonas 

aeruginosa. A l’inverse, de nombreuses études ont montré qu’en présence d’antibiotiques à des sub-CMI, la 

formation du biofilm est induite. Or une sub-CMI peut résulter d’un traitement sous-dosé mais peut également 

s’observer à l’intérieur du biofilm du fait des difficultés de pénétration de l’antibiotique.  Dès 1988, il a été 

montré que la formation de biofilm augmentait de 65%, chez 1 souche sur 3 de Staphylococcus epidermidis en 

présence d’une concentration de rifampicine équivalente à ¼ de la CMI. Dans cette revue, aucune étude ne 

s’est intéressée à l’effet de l’amoxicilline mais une étude a constaté que l’ampicilline (molécule de structure 

proche de l’amoxicilline) est inductrice de biofilm chez Streptococcus intermedius (59). Il est intéressant de 

noter dans cette revue que l’azithromycine induit la formation de biofilm chez S. epidermidis. Les phénomènes 

d’induction et d’inhibition du biofilm semblent être antibiotique et bactérie dépendante. Waack et al.(57) ont 

par ailleurs montré que l’exposition d’une souche de Streptococcus suis à des concentrations sub-CMI 

d’amoxicilline pouvait augmenter la formation de biofilm. Cet effet n’était pas observé pour toutes les souches 

de S. suis étudiées, mais pour une majorité, signifie qu’il ne s’agissait pas d’un phénomène ponctuel. Dans 

cette même étude (57), les auteurs rappellent que l’érythromycine ou l’azithromycine ont un effet inhibiteur 

de biofilm à des concentrations sub-CMI. De plus, Waack et al.(57) décrivent une relation biphasique entre la 

concentration en Lincomycine  et la formation de biofilm: la formation de biofilm augmente pour des 

concentrations égales à 1/4, 1/8 et 1/32 de la CMI mais pas entre 1/8 et 1/32. Il sera intéressant de voir si le 

même phénomène peut être observé pour l’amoxicilline et d’autres bactéries.  
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4. Objectifs	de	l’article	
 

Contexte : Actuellement, les infections impliquant la formation de biofilm, telles que les EI et les IOA sont 

traitées de manière empirique par de fortes concentrations d’antibiotiques (au moins 4g par jour) sur de 

longues périodes (au minimum 2 semaines) dans le but d’éradiquer les bactéries planctoniques mais 

également quiescentes. Il n’y a actuellement, à notre connaissance, aucune étude permettant d’établir un lien 

entre concentration en amoxicilline plasmatique et succès thérapeutique. 

Une étude observationnelle a été menée au Centre Hospitalier Universitaire Grenoble Alpes incluant 20 

patients traités par de hautes doses d’amoxicilline (>4 g/jour) pour des EI (7/20) ou des IOA (13/20) causées 

par des bactéries sensibles à l’amoxicilline. Ces patients ont tous eu un dosage d’amoxicilline plasmatique 

prescrit entre 07/2017 et 02/2019. Deux patients présentaient des co-infections à bactéries sensibles à 

l’amoxicilline. Au total, 22 souches bactériennes ont été étudiées.  

Objectifs : Les objectifs de cette étude ont été de mesurer les concentrations plasmatiques en amoxicilline 

afin de déterminer si les concentrations plasmatiques obtenues étaient efficaces dans un premier temps sur 

les bactéries planctoniques puis dans un second temps, si ces concentrations permettaient l’éradication du 

biofilm in vitro. Cet objectif a nécessité le développement et la validation selon la norme ISO 15189 d’une 

méthode de dosage plasmatique de l’amoxicilline par chromatographie liquide couplée à la spectrométrie de 

masse ainsi que l’optimisation du protocole d’utilisation des plaques MBEC™, système permettant la 

détermination de la Concentration Minimale d’Eradication du Biofilm (CMEB). Enfin, une dernière étape a été 

de déterminer si la concentration plasmatique permettrait de prévenir la formation de biofilm. 

Résultats : Nous avons développé une méthode de dosage plasmatique de l’amoxicilline par chromatographie 

couplée à la spectrométrie de masse qui satisfait aux exigences de la norme ISO 15189. Les courbes de 

calibration de la méthode sont linéaires entre 2 et 200 mg/L. Les Coefficients de Variation ainsi que les biais 

déterminés après des études de répétabilité et reproductibilité de la méthode sont inférieurs à 15 % comme 

l’exige la norme. Les patients traités par voie IV avaient des concentrations plasmatiques plus élevées que 

ceux traités per os (médiane IV de 42 mg/L vs médiane per os de 5,5 mg/L). Par ailleurs, les concentrations 

présentaient une grande variabilité inter-individuelle (CV = 136,94 %) Les concentrations mesurées étaient 

toutes efficaces pour 19/20 patients de l’étude. Seul le patient co-infecté par Escherichia coli et E. faecalis 

présentait un ratio Concentration résiduelle/CMI inférieur à 4 (1,25). Concernant l’activité in vitro sur le 

biofilm, les CMEB d’E. faecalis étaient toutes comprises entre 64 et 128 mg/L ce qui correspond à plus de 100 

fois leur CMI (de l’ordre de 0,38 à 1 mg/L). A l’opposé, les Cutibacterium acnes présentaient des CMEB assez 

basses (0,016 à 0,125 mg/L) permettant une éradication du biofilm in vitro. En effet, celles-ci étaient du même 
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ordre de grandeur que leur CMI (0,016 à 0,094 mg/L). Concernant les Streptocoques, 2 souches n’ont pas 

formé de biofilm dans nos conditions expérimentales. Une souche de S. gallolyticus présentait une CMEB à 16 

mg/L, par conséquent l’éradication du biofilm de cette souche demande également une concentration élevée 

en antibiotique (>100 mg/L) et donc potentiellement toxique. En revanche, pour 2 S. dysgalactiae, les CMEB 

(0,031 à 0,062 mg/L) sont tout à fait comparables aux CMI (0,023 à 0,032 mg/L). Les Concentrations 

Préventives de formation du Biofilm (CPB) ont également été déterminées pour les E. faecalis et les C. acnes. 

Les CPB des E. faecalis se situe entre 0,5 et 1 mg/L tandis que celles des C. acnes se situent entre 2 et 256 

mg/L. Il semble que l’amoxicilline ait une action préventive dans la formation de biofilm par E. faecalis mais 

pas par C. acnes. Par ailleurs, en présence de fortes concentrations en amoxicilline (de 4 à 512 mg/L), la 

formation de biofilm est induite pour E. faecalis. 

Conclusion : 

Il semble intéressant de prescrire un dosage d’amoxicilline chez les patients ayant une infection causée par 

une bactérie avec une CMI élevée ainsi que pour les patients traités per os. 

L’amoxicilline est efficace in vitro sur l’éradication du biofilm formé par C. acnes mais ne prévient pas sa 

formation. A contrario, l’amoxicilline ne permet pas d’éradiquer in vitro le biofilm formé par E. faecalis du fait 

de sa CMEB très élevée, mais permet la prévention de sa formation. Par ailleurs, à des concentrations élevées, 

l’amoxicilline induit la formation de biofilm par E. faecalis. Concernant les Streptocoques, l’éradication du 

biofilm par de l’amoxicilline semble espèce dépendante.  

En conclusion, les CMEB étaient prédictives d’un succès thérapeutique pour les infections à C. acnes, mais pas 

pour les autres espèces bactériennes étudiées. 

Six patients ont subi une chirurgie avant la mise en place de l’antibiothérapie. Pour ces derniers, la 

détermination de la CPB semble plus pertinente que la CMEB puisque la chirurgie a pour objectif d’enlever le 

biofilm. Certaines valeurs sont encore en cours de détermination. L’objectif sera de déterminer si la CPB peut 

être prédictive de l’absence de reformation de biofilm post-chirurgie. 

Il serait intéressant de déterminer les CMEB et CPB des molécules fréquemment associées à l’amoxicilline dans 

le traitement des IOA et des EI afin de déterminer si une synergie s’opère sur les bactéries quiescentes.  
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5. Article	

Development of analytical methods for the quantification of amoxicillin in human 

plasma and for the determination of Minimal Biofilm Eradication Concentration 

and Biofilm Prevention Concentration 

Introduction 

 

Amoxicillin is a beta-lactam widely used because of its broad-spectrum, and its safety use. Amoxicillin is 

currently used in high doses (> 4g/day) in deep infections such as Infective Endocarditis (IE) (2) and other 

endovascular infections, and Bone and Joint Infections (BJI) (4) with or without device. These infections involve 

prolonged antibiotic courses (2–4), and intravenous (IV) therapy is considered the cornerstone of the 

treatment strategy. The recommended durations of antibiotic are never lower than 2 weeks and can be 

extended beyond 4 weeks. The maintenance of prolonged IV is not always feasible (patient’s inability to 

maintain intravascular access) and oral antibiotic therapy is a convenient alternative. There is no published 

data pharmacokinetic/pharmacodynamics (PK/PD) relationship of amoxicillin when orally administrated at 

high doses.  In the review of Al-Omari et al. (11), focusing on the efficacy of oral antibiotic therapy in IE, only 

2 old studies with amoxicillin were identified; one observational study reporting 80% cure rate with oral 

amoxicillin (12) and one clinical trial in which the use of high dose oral amoxicillin (13) following an initial IV 

therapy resulted in the cure of all patients in the treatment arm. In these studies, therapeutic success is 

evaluated on clinical criteria. No pharmacological data was studied. The literature is also poor regarding 

amoxicillin efficacy and BJI. One review (14) studied the outcomes in BJI due to anaerobic bacteria. In that 

review, 30% (18/61 patients) of the patients were treated by amoxicillin. Surgery was associated to the 

antibiotic treatment in 93.5 % of the cases. However, this review did not focus on amoxicillin treatment and 

no amoxicillin treated BJI cure rates are presented. One retrospective study (15) addressed BJI outcome with 

streptococcal involvement. Fifty-nine percent of patients of this study were treated by amoxicillin. Once again, 

the authors did not conclude on amoxicillin efficacy but they interestingly highlighted the considerable 

number of unfavorable clinical outcomes and amputations despite the low antimicrobial resistance rate.  

The beta-lactam amoxicillin, is a time dependent antibiotic. It is usually described that to be efficient, the time 

above the MIC must at least cover 30 to 50 % of the time between two administrations (60,61). Regarding 

critically ill patients or when we consider high bacterial load and/or limited penetration of β-lactams into 

the site of infection, the time spent above the MIC must be increased up to 100% of the interdose so as to 
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be as efficient (11,62,63). Currently, there are no guidelines for amoxicillin therapeutic monitoring in IE and 

BJI. 

In order to be effective, beta-lactam concentration must reach 4 to 8-fold MIC (17–19,64). In vitro studies 

indicated that the concentration required to kill sessile bacteria may be 1000 fold greater than MIC required 

to kill planktonic bacteria (16,20,49,64,65). Regarding Streptococcus agalactiae, Ruppen et al. (21) even talk 

about penicillin concentration that would reach 2000 to 4000 fold MIC.  

IE and BJI also share the characteristic to be typical biofilm-associated infectious diseases. Biofilm is defined 

as a “structured consortium of microbial cells surrounded by a self-produced polymer matrix” (16). This 

phenomenon complicates the treatment by forming a mechanical barrier that unable the antibiotics to reach 

their targets. Furthermore, as bacteria in the biofilm are in a dormant state, the antibiotics as amoxicillin are 

not effective, as their action is only possible on dividing cells (66). 

We performed an observational study on 20 patients who presented IE or BJI due to amoxicillin susceptible 

bacteria and were treated by amoxicillin. We developed the dosage method of plasmatic amoxicillin so as to 

measure the amoxicillin plasma concentration, In parallel, the Minimal Inhibitory Concentration (MIC),  the 

Minimal Biofilm Eradication Concentration (MBEC) and the Biofilm Preventive Concentration (BPC) were 

determined for each strain with the Calgary device (47–49,51,53,54,67–70). The objectives of this work were 

first, to determine whether the plasma concentrations obtained were effective on planktonic bacteria and 

secondly, if these concentrations allowed the eradication or the prevention of the biofilm in vitro. Finally, 

these results have been compared with the therapeutic outcome of patients. 

 

Materials and methods 

 

1. Patients 

From June 2017 to February 2019 in the University Hospital of Grenoble, we performed an observational 

study. Inclusion criteria were: presence of IE or BJI due to one or at most two amoxicillin susceptible bacteria, 

treatment with amoxicillin dose above or equal to 4 g/day. For these patients, we collected from medical 

records clinical: biological and therapeutic data through a standardized case report form. Clinical data included 

demographics characteristics, weight, diagnostic categories (IE or BJI), and outcome. Biological data included 

creatinine level and bacterial culture results. Therapeutic data included amoxicillin doses and the route of 

administration.  
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Outcome was considered as a treatment failure if antibiotic was switched or if suppressive antibiotic therapy 

was prescribed.  

2. Sample schedule and conservation 

Blood samples were drawn on heparinate lithium tube before the new amoxicillin administration to determine 

the trough concentration in routine care. The sample was transported at room temperature to the laboratory 

immediately after sampling where it was centrifuged and the plasma was immediately frozen and stored at -

80°C. 

3. Amoxicillin plasma concentration measure 

1. Preparation of working solutions, calibration standard, and quality control samples 

Considering the solubility of the powders, stock solutions were prepared in water: amoxicillin at 1 mg/mL; 

amoxicillin -D4 at 1 mg/mL. 

All stock solutions were ultrasonicated for 5 minutes to facilitate dissolution and stored at -80°C. Two batches 

of stock solutions were made: one each for the calibration curve and internal quality control (IQC). 

Appropriate volumes of each stock solution were added to 800 µL of drug -free- plasma to obtain 

concentration of the calibration curve (see Table 1 for details). Beginning with this spiked plasma, a series of 

dilutions was made to obtain the 6 levels of calibration (see Table 1) for details of the dilution and 

concentrations for each compound). This process was repeated for the 3 levels of IQC (see Table 2). 

Table 1: Preparation of the calibration curve (C1 to C6) 

Volumes (µL)/ 

calibration curve 

points 

C6 C5 C4 C3 C2 C1 C0 

[Amoxicillin] 

(mg/L) 
200 100 50 20 10 2 0 

SS (µL) 200       

C6 (µL)  500      

C5 (µL)   500     

C4 (µL)    200    

C3 (µL)     500   

C2 (µL)      200  

Plasma (µL) 800 500 500 600 500 800 1000 

SS: Stock Solution, C6 correspond to the Upper Limit Of Quantification (ULOQ) and C1 corresponds to the Lower Limit Of 

Quantification (LLOQ) 
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Table 2: Preparation of the QC 

Volumes (µL) HQC MQC LQC 

[Amoxicillin] 

(mg/L) 
60 30 3 

SS (µL) 200   

HQC (µL)  500  

MQC (µL)   100 

Plasma (µL) 800 500 900 

SS= Stock Solution, HQC= High Quality Control, MQC= Medium Quality Control, LQC= Low Quality Control 

2. Sample preparation 

In polypropylene tubes, 75 µL of plasma was treated with 150 µL of precipitation reagent 

(acetonitrile/amoxicillin-D4/formic acid (98/2/0.1). Amoxicillin-D4 was our Internal Standard (IS).  

Samples were vortexed immediately and thoroughly mixed at 10800 rpm for 10 minutes. After centrifugation, 

20 µL of supernatant were put in vials that were ready for the analysis by LC-MS/MS.  

Instrumentation 

• Chromatographic conditions: 2-dimensional chromatography configuration 

The LC system comprised an (LC-20AD Shimadzu®) quaternary pump, equipped with an autosampler (SIL-20AC 

Shimadzu®) and a column compartment (CTO-20A Shimadzu®). Online sample clean-up was performed on a 

25 µm column (Water®, Oasis® HLB 25µM, 2.1 x 20 mm). Chromatographic separation was performed on 5 

µm reversed-phase Phenyl-Hexyl column (Phenomenex®, Luna, 5µm, 100 Å, 50 x 2 mm) analytical column. 

The LC-integrated online sample clean-up consisted of 2 steps: first, 20 µL of deproteinized sample 

(thermostated at 4 ◦C in the autosampler) was injected into the system and transferred onto the POROS 

column, onto which the analytes adsorbed, whereas potentially interfering matrix compounds (mainly salts, 

protein residues) were washed directly into the waste by mobile phase A (water + 20 mM ammonium formiate, 

pH 2.8 with formic acid) delivered at a flow rate of 1.5 mL/min over 0.5 min. Next, the 6-port valve was 

switched at 1 min. 

The elution was performed at 0.5 mL/min under the following conditions using water + 20 mM ammonium 

formiate, pH 2.8 with formic acid (mobile phase C) and ACN + 0.1% formic acid (mobile phase D): 0-1.10 min: 

2% D; 1.10-4 min: 2-95% D; 4.-4.20 min: 95% D; 4.20-5 min: 2% D; and 5-5.30 min: 2% D. During this step, the 

valve was switched back at 2.9 min to its configuration close to the original, allowing a mobile phase B that 
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consisted of MeOH + water + 0.2% formic acid to wash the POROS purification column for 0.40 min before 

being replaced by the original mobile phase A/C for loading (equilibration of the column for the next run). 

Measurements were performed on an API 3200Qtrap Tandem Mass Spectrometer (AB Sciex, Toronto, 

Canada), equipped with a turbo ionspray source. Quantification was achieved in the multiple reaction 

monitoring (MRM) mode, monitoring 2 ion transitions for the amoxicillin m/z366 => m/z114 and m/z366 => 

m/z134 (one each for quantitation and confirmation) and 1 ion transition for amoxicillin-D4 (IS) m/z370 => 

m/z114. For each analyte, the monocharged molecular ion [M+H]+ was selected as the parent ion. 

The source was operated in positive ion mode with an ESI potential of +5500 V and the following parameters: 

turbo heater gas at 50 psi, ion source temperature at 750°C, nebulizer gas setting at 60 psi, and curtain gas 

setting at 30 psi.  
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3. Method validation 

Validation of the method was based on guidelines of the Food and Drug Administration Guidance for Industry 

Bioanalytical Method Validation (71).  

The selectivity was tested by the analysis of 6 sources of blank plasmas, prepared with a precipitation reagent 

without IS (blank-blank), and 6 blank plasmas with the precipitation reagent, containing the IS (blank) to 

measure interference by impurities of isotopically. The multiple reaction monitoring (MRM) signal was 

monitored to confirm the absence of interfering matrix compounds. 

The calibration model (linearity) was examined by choosing a suitable regression model and the appropriate 

weighting factor to compensate for heteroscedasticity.  

Within- and between-day accuracy (bias) and precision were examined by replicate analysis (n=6) of the 3 

levels of the IQC. Per FDA guidelines, the first level of the IQC was less than 3 times higher than the first level 

of the calibration curve. Inter-day accuracy and precision were assessed with the same IQCs by analysis (n=6) 

within various days and by several analysts and were calculated as the percentage deviation of the average 

calculated concentration from the nominal concentration. Precision was expressed as the percentage of 

coefficient of variation (CV%). The acceptance limits were CV<15% for precision and within 15% of the nominal 

value for accuracy, except at the lower limit of quantitation (LLOQ), for which a CV<20% for precision and 

within 20% of the nominal value for accuracy were required. 

To determine the influence of dilutions that might be required for patient samples in which the plasma drug 

concentration exceeded the upper limit of quantitation (ULOQ), a dilution factor was tested by spiking blank 

plasma (n=6) at 250 mg/L. The samples were then diluted 2-fold to reduce their concentrations to those 

provided by the calibration curve.  

Inter-sample carryover was studied to measure the persistence of analytes from 1 injection to another: after 

rinsing the chromatographic system, the sample that corresponded to the ULOQ was analyzed 3 times 

consecutively (H1, H2, H3, medium H). The sample that corresponded to the LLOQ was then analyzed 3 times 

(L1, L2, L3). The percentages of contamination were calculated as follows: 

Contamination (%) = 
("#$"%)

'( ∗ 100 

The maximum level of contamination was determined per the requirements of the analysis. 

Qualitative matrix effects were studied by analyzing ion suppression and enhancement phenomenon. 

Extracted blank plasma samples were injected into the LC system while a methanolic solution that contained 

all compounds and IS (each at 200 ng/mL) was infused continuously postcolumn in parallel in the ionization 
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source through a tee (72). This approach was used to check the matching route between the MRM signals of 

analytes and their respective IS.  

4. Statistical analysis 

External exchange for amoxicillin measures was performed with another laboratory. The concentrations of 

amoxicillin measured by LC-MS/MS were compared with those determined using another LC-MS-MS method 

using non-parametric Passing and Bablok analysis and Bland and Altman plotting to assess method agreement 

between the two methods (73). Statistical tests were performed using MedCalc® software (version 12.5). 

 

4. Amoxicillin preparation 

We reconstituted a 500mL Clamoxyl® vial with 10 mL of purified water. We obtained a 50 g/L stock solution. 

We prepared 2.048 g/L working solutions in phosphate buffer for the preparation of the amoxicillin challenge 

plate. 

5. Strains 

Bacterial isolates were obtained from clinical samples collected for bacteriological diagnosis for each patient. 

These isolates included: 5 Enterococcus faecalis, 11 Streptococcus sp. (4 S. dysgalactiae, 2 S. agalactiae, 2 S. 

group mitis/oralis, 2 S. gallolyticus, 1 S. gordonii), 5 Cutibacterium (former Propionibacterium) acnes and 1 

Escherichia coli. Isolates are referred to as numbers ranging from 1 to 22. Two patients (J and P) had a co-

infection: one with E. coli and E. faecalis, one with S. agalactiae and C. acnes. All strains were previously 

identified by MALDI-TOF MS, using a Microflex LT instrument, Flexcontrol 3.0 software and the Biotyper 2.0 

database (Bruker Daltonics, USA). Bacteria were stored using a cryovial bead preservation system at -80°C. 

In addition, Escherichia coli (ATCC 25922), Streptococcus mitis/oralis (CIP 103335), Streptococcus agalactiae 

(ATCC 12400) and Cutibacterium acnes (CIP 110337) were used as quality control of susceptibility testing and 

so as to validate our protocoles. 

6. E-Test  

MH (Mueller Hinton) or MH-F (Mueller Hinton agar + 5% horse blood + 20 mg/l ß-NAD) plates from 

Biomerieux® were inoculated regarding the 2018 EUCAST guidelines with an inoculum of 0,5 McF.  Brucella 

agar + 5% horse blood from Biomerieux® were inoculated regarding the 2018 EUCAST guidelines with an 

inoculum of 1 McF for Cutibacterium acnes. Amoxicillin E-Test strips from Biomerieux® were used. The plates 

were incubated at 35°C and MICs were read after 24h except for Cutibacterium acnes which were read after 

48h of anaerobic culture. 
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7. MBEC and BPC determinations 

1. Biofilm formation on the Calgary Biofilm Device 

i. Calgary Biofilm Device (CBD).  

All strains were subcultured on blood agar plate. Various broth have been used to prepare inoculum 

suspension according the bacteria species as described in Figure 1 (MH for E. faecalis, MH-F for Streptococcus 

and Schaedler broth for C. acnes). Each well of a 96-well Calgary Biofilm Device (CBD) (MBEC P&G Assay, 

InnovotechVR , Calgary, Canada) was inoculated with a suspension of about 106 CFU x  mL-1 (1/100 dilution of 

0.5 McF inoculum) (48,49,67,68,74,75). The inoculum concentration (CFU/mL) has been checked by counting 

the number of colonies cultured on blood agar plate from serial dilutions of the suspension. The CBD device 

plates were placed at 35°C for 24 h (48 h for C. acnes under anaerobic conditions [Anaerogen™Compact, 

Thermo Scientific, Oxoid], 48h for S. agalactiae, S mitis/oralis, S gordonii) to allow the formation of biofilm 

around the pegs while planktonic bacteria remain in the broth. 

 

 

Figure 1: Flowchart of the methodological procedure for the susceptibility testing of clinical strains in planktonic (MIC) and biofilm 
mode (MBEC). 

Purple: wells are filled with the 106 bacteria/mL inoculum, Blue corresponds to the saline water for rinsing. Yellow corresponds to 

the plate containing amoxicillin gradient. Green corresponds to the biofilm dispersion solution.   

Day -1 and day 1 

Day 2Approximately 106 bacteria/mL 
suspension

Biofilm forms on pegs lid

Rinsing to remove dispersing 
cells

Day 3 or 5

Day 4 or 6

Day 5 or 7

Blood agar plate

Chemical removing of biofilm formed on 
pegs and reincubation

MBEC determination

First MIC determination and reincubation

MIC determination 

Antimicrobial challenge: biofilm on 
pegs is put into ATB gradient solution

Calgary biofilm 
device or MBEC™ 
device
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ii. Colony forming units per peg (CFU x peg-1).  

For each bacterium, 2 control wells were dedicated to determine the biofilm bacteria concentration. Biofilm 

formed around the pegs after 24 h incubation (48 h for C. acnes, S. agalactiae, S mitis/oralis, S gordonii) at 

35°C +/- 5% CO2 or under anaerobic conditions (depending on the bacteria) was detached by chemical 

dispersion for 30 min and serial dilutions were plated on blood agar plates so as to quantify viable CFU (CFU x 

peg-1 = CFU x mL-1). The dispersion solution was prepared following the manufacturer’s instructions by adding 

1 % Tween 80 (Sigma-Aldrich) and 2 % saponin (Sigma-Aldrich) in the medium supplemented with a mixture 

of amino acids (1 g/L of L-histidine (Sigma-Aldrich), 1 g/L L-cysteine (Sigma-Aldrich) and 2 g/L reduced 

gluthatione (Sigma-Aldrich)) (500 µl for 20 mL final medium). Finally, pH was adjusted to 7 +/- 0,1 with sodium 

hydroxide 1M. 

2. MBEC determination: susceptibility testing of biofilm cells.  

MBEC was determined according to the manufacturer’s protocol (48,49,67,68,74,75). In brief, biofilm grown 

on pegs lid from the CBD were rinsed and placed on the antimicrobial plates (96 Well Falcon®) containing 

amoxicillin gradient concentrations (in yellow in Figure 1) ranging from 1,024 mg/L to 0.008 mg/L and 

incubated for 24 h (48 h for C. acnes) at 35°C +/- CO2 or under anaerobic conditions (depending on the 

bacteria). Thereafter, each peg lid was rinsed for 10 seconds and placed in a plate (in green in Figure 1) 

containing the biofilm dispersion medium (prepared following the MBEC™ Assay Procedural Manual (75)) for 

30 minutes to release the remaining biofilm into the recovery plate. The pegs lid was replaced by a regular 

sterile lid and incubated at 35°C +/- 5% CO2 (depending on the bacteria) for additional 24 h (48 h under 

anaerobic conditions for C. acnes). Growth of bacteria in some wells indicates regrowth of planktonic bacteria 

from surviving biofilm. MBEC value represents the lowest dilution at witch bacteria fail to regrow. MBEC (for 

amoxicillin) was determined by O.D. measurements at a wavelength of 650 nm using a plate reader (Tecan®). 

The cutoff O.D. was defined as three standard deviations above the mean O.D. of the negative controls (53,76–

78). After antimicrobial testing, the biofilm-free pegs or negative controls should not produce growth in the 

MBEC assay and the positive control wells with biofilms on pegs should show turbidity. Tests were run in 

duplicate and results were validated when the duplicate was plus or minus a single two-fold dilution.  

3. MIC determination with CBD device 

MIC can be determined using the CBD device from the bacteria that were shed from the pegs when it was 

placed in the antimicrobial plate. The MIC values obtained using the CBD are similar to those obtained using 

the National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS) procedure (48). The cutoff O.D. was defined 

as three standard deviations above the mean O.D. of the negative controls. Tests were run in duplicate and 

results were validated when the duplicate was plus or minus a single two-fold dilution. 
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4. BPC determination with CBD device 

BPC determination consists in incubating pegs lid with the planktonic inoculum at the time of exposure to 

antibiotic gradient concentrations (47,49,51,75) (Figure 2). The CBD plate was filled with 75 µL of the 

amoxicillin gradient working solution (ranging from 2,048 to 0.016 mg/L) and 75 µL of the inoculum (106 

bacteria/mL or 108 bacteria/mL for C. acnes). After 24 h of incubation (48 h under anaerobic conditions for C. 

acnes, 48h for S. agalactiae, S mitis/oralis, S gordonii) at 35°C +/- 5% CO2 (depending on the bacteria), the lid 

with pegs was rinsed for 10 seconds and biofilm was chemically dispersed for 30 minutes. The plate containing 

the dispersed biofilm was then incubated for 24 h (48 h under anaerobic conditions for C. acnes) at 35°C +/- 

5% CO2 (depending on the bacteria) and BPC was determined by OD measurements at a wavelength of 650 

nm in a plate reader (Tecan®). The cutoff O.D. was defined as three standard deviations above the mean O.D. 

of the negative controls. Tests were run in duplicate and results were validated when the duplicate was plus 

or minus a single two-fold dilution. 

 

Figure 2: Flowchart of the methodological procedure for the BPC determination of clinical strains. 

Red corresponds to the plate containing amoxicillin gradient completed with the inoculum at 106 bacteria/mL. Blue corresponds 
to the saline water for rinsing. Green corresponds to the biofilm dispersion solution. *For C. acnes, the inoculum used was around 
108 bacteria/mL. 
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8. Pharmacokinetics determination 

In order to be efficient, beta-lactam concentration must reach 4 to 8 -fold MIC (17–19,64) so we first 

determined the ratio trough concentration/MIC to check the efficiency of the treatment on planktonic 

bacteria. We did the same with the ratio trough concentration/MBEC to determine if our concentration was 

active on the biofilm. 
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Results 

1. Patients 

The characteristics of the cohort such as indications of treatment, isolated bacteria, route of administration, 

amoxicillin doses and treatment duration are presented in Table 3. A total of 20 patients, 8 women (40%) and 

12 men (60%) were included in the analysis. They were aged from 20 to 93 years old with a median age of 68 

years old. They received 4 to 12 g of amoxicillin per day with a median of 6 g per day. Ten patients were treated 

by IV route while 10 had an oral treatment when the amoxicillin dosage was performed. 

The clinical presentations were 7 IE and 13 BJI including 2 arthritis. Note that patients I and K presented an IE 

(both wearing a pace-maker) associated with a spondylitis and patient R presented a knee prosthesis infection 

with an EI. The treatment lasted from 3 to 12 weeks with a median of 6 weeks.  

Regarding the outcomes, 10/20 patients were considered cured after treatment. Two of them were coinfected 

with Streptococcus and C. acnes, 2 patients had an infection caused by Streptococcus, 3 infections were caused 

by C. acnes while the 3 others were E. faecalis infections. Eight patients had a BJI, four of them had devices. 

Four patients (D, M, N and P) were treated with the association amoxicillin + clindamycin. The other two 

therapeutic successes were E. faecalis IE (I, Q). 

 

Treatment failure was observed in 10 cases (4 IE and 6 BJI): antibiotic treatment was modified for 6 patients 

(5 IE + 1 BJI). For 4 elderly patients, surgical management being impossible, prolonged suppressive antibiotic 

therapy have been introduced: they all had knee prosthesis. 

Note that for patients, for which antibiotic therapy was modified, three were then cured (3 IE), 2 were then 

treated with suppressive antibiotic therapy (1 IE with TAVI and 1 BJI), 1 was lost to follow-up. 

 

.
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Table 3: Cohort description (antibiotic treatment according to the bacterium) 

Patient 
S
e
x 

Age Pathology Bacteria 

ID 
Bacteria 
species Posology g/day 

Treatment 
duration 
(weeks) 

Treatment associated Administration 
route  Outcome 

A F 67 IE 1 S. gallolyticus 12 4 Gentamicin IV AT (antibiotic) modification (allergy) 

B M 84 IE (TAVI) 2 S. dysgalactiae 8 6  per os AT modification 

C M 46 BJI, (knee) 3 S. dysgalactiae 8 then 10 after 

dosage 

6 prolonged to 

12 
Surgery per os Cured 

D M 60 BJI (shoulder) 4 C. acnes 8 12 Clindamicin per os Cured 

E F 89 BJI, (knee) 5 
S. mitis/oralis 

group 
4.5 6 Surgery IV Suppressive antibiotic therapy 

F M 43 
BJI, (sterno-clavicular 

monoarthritis) 
6 

S. mitis/oralis 

group 
6 3  per os Cured 

G F 69 BJI, (knee) 7 S. agalactiae 6 12 Clindamicin IV Suppressive antibiotic therapy 

H F 36 BJI, Mediastinitis 8 E. faecalis 6 8  IV Cured 

I M 73 IE with spondylitis 9 E. faecalis 6 6  IV Cured 

J M 84 BJI, (knee) 
10 E. coli 

6 6 
Trimethoprime-

Sulfamethoxazole 
per os New antibiotherapy 

11 E. faecalis 

K M 87 
IE (Pacemaker) with 

spondylitis 
12 S. gallolyticus 6 6  IV AT modification 

L F 74 BJI, (knee)  13 S. dysgalactiae 6 8  per os AT modification 

M M 86 BJI, (wrist with prosthesis) 14 C. acnes 6 6 
Clindamicin, 

Surgery  
per os Cured 

N M 44 BJI (arthrodesis device) 15 C. acnes 6 6 to 12 Clindamicin, Surgery  per os Cured 

O F 20 BJI (osteosynthesis device) 16 C. acnes 6 then 4 6  per os Cured 

P M 30 BJI, ostheosynthesis  
17 S. dysgalactiae 

6 6 
Clindamicin 

Surgery  
per os Cured 

18 C. acnes 

Q M 64 IE (bioprosthesis) 19 E. faecalis 6 6 Gentamcin  IV Cured 

R F 93 BJI, (knee) with IE 20 E. faecalis 12 6  IV Suppressive antibiotic therapy 

S M 70 IE 21 S. agalactiae 12 6 Surgery IV AT modification 

T F 66 IE (benthall) 22 S. gordonii 12 6  IV AT modification (renal failure) 

) 
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2. Amoxicillin dosage 

1. Method validation according to the ISO 15189 standard 

Chromatogram 

A representative chromatographic profile of calibration point is shown in Figure 3. A run was completed in 5.3 

min. 

 

Figure 3: Chromatogram of blank plasmas, amoxicillin calibration C2 level and its IS 

i. Selectivity 

The analysis of 6 blank plasmas in the absence of IS showed there was no interference between the amoxicillin 

and endogenous compounds in the matrix. 
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ii. Within- and between-day accuracy and precision, LLOQ 

Within-day and between-day precision and accuracy for the 3 levels of IQC samples are shown in Table 4. 

All calculated values were within the ranges of the FDA guidelines: ±20% for the low-quality control and ±15% 

for the higher quality control levels. 

The LLOQ was fixed to the lowest concentration of the calibration curve (Table 1). All concentrations met the 

FDA recommendations—ie, ±20% for precision and accuracy (data not shown).  

Our results regarding the within-day and between-days of the dosage were acceptable as we had a coefficient 

of variation (CV) under 15% for the three levels we chose (Table 4). 

 

Table 4: Within- and between-day precisions (expressed as coefficient of variation (CV)) and accuracies (expressed as bias) of the 
LC-MS/MS method 

Analyte 

Nominal 

concentration 

(mg/L) 

Within-day precision and accuracy (n=6) Between-day precision and accuracy 

Mean 

concentration 

(mg/L) 

CV (%) Bias (%) 

Mean 

concentration 

(mg/L) 

CV (%) Bias (%) 

Amoxicillin 

3 3.16 2.44 5.44 2.90 10.84 -3.28 

30 28.82 2.21 -3.94 28.22 7.09 -5.94 

60 57.98 2.46 -3.36 56.87 3.54 -5.22 

iii. Linearity 

Ratios of analyte peak area and IS peak area (y-axis) were plotted against ratios of analyte and IS 

concentrations (x-axis), and calibration curves were calculated by least square regression with 1/x weighting 

with linear regression. The correlation coefficient was 0.9999. 

iv. Sample test dilution 

During the validation, we diluted the 6 plasma samples, spiked with a concentration above the ULOQ (250 

mg/L), and the resulting concentration values were always ±15% of the target value (data not shown).  

v. Contamination 

Results of contamination can be seen in Table 5. 

Table 5: Percentage of contamination on 2 plasmas 

Days (D) D1 D + 4 

Contamination (%) 0.079 0.191 
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There is no influence of a highly concentrated sample on a low concentrated one. 

vi. Ion suppression phenomenon 

There was an overlay of 10 signals of each postcolumn-infused compound (Figure 4) and a signal that 

corresponded to the selected IS (in green). Thus, at the retention times of the compounds, the variations in 

signals were equivalent to those of the selected IS (similar patterns).  

 

Figure 4: Determination of the specificity of the method 

The signal of the plasma alone is a thousand times below the amoxicillin signal so there is no interference in 

the dosage (Figure 4). 

Our method showed a good agreement with those of one laboratory. The Passing and Bablok regression 

revealed no significant deviation from linearity (Cusum test, P=1) and the slope from the equation for the 

linear regression (0.83) indicated that our LC-MS/MS results underestimated concentrations by 16% compared 

the LC-MS/MS from the laboratory using UPLC-MS/MS (Figure 5). The Bland and Altman plot showed that the 

mean bias of the two methods was -13.1%. 

 

Figure 5: Passing and Bablock regression and Bland and Altman Diagram 
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The results are correlated despite an overestimation of our method (LC-MS/MS) with the UPLC-MS/MS used 

by the laboratory for the upper concentration. 

2. Amoxicillin plasma concentration 

There were tremendous interindividual variations in amoxicillin plasma concentrations (coefficient of variation 

was 136.94%) as we can see in Table 6. Dosages were externalized and the LLOQ was < 5 mg/L. One sample 

(*) was never received by the laboratory. 

Ten patients took their amoxicillin orally. Concentrations ranged from < 5 mg/L to 9.3 mg/L, the median 

concentration (considering < 5 mg/L as 5 mg/L) was 5.5 mg/L. Five patients were below 5 mg/L, two were 

between 5 and 6 mg/L and three were between 6 and 10 mg/L. One patient below 5 mg/L had his posology 

changed after the first dosage and had an amoxicillin concentration of 8 mg/L the second time. Ten patients 

had IV doses. Concentrations ranged from < 5 mg/L to 126.4 mg/L. Two patients had an amoxicillin 

concentration below 5 mg/L and the median concentration (considering < 5 mg/L as 5 mg/L) was 42 mg/L. One 

patient had received IV doses but had an allergy and an acute renal failure (creatinine normalized when 

amoxicillin dosed) and had a concentration of 126.4 mg/L.  

Patients’ weight ranged from 39 to 160 kg with a median of 75 kg. Patients’ creatinine ranged from 25 to 387 

µmol/L with a median of 72 µmol/L. Hypercreatininaemia for the laboratory corresponds to a value of 

creatinine above 104 µmol/L. Five patients had a hypercreatininaemia (187, 208, 387, 347 and 179 µmol/L), 

two had similar amoxicillin plasma concentration (31 mg/L and 53 mg/L) for respective doses of 6 g per day, 

one had a low amoxicillin plasma concentration (<5 mg/L ) for 12 g per day and two were high 113.2mg/L and 

99.3 mg/L for 6 g per day and 12 g per day. All these patients received their treatment by IV. The patient with 

the lowest weight (39 kg) had a trough concentration of < 5 mg/L and the patient with the highest weight (160 

kg) had a trough concentration of 53 mg/L.  
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Table 6: Trough concentration corresponding to the bacterium, the doses and the administration route 

Patients Weight 
(kg) 

Creatinine 
(µmol/L) 

Bacteria 
species 

Trough 
concentration 

mg/L 

Dose (g 
per day) 

Administration 
route 

A 76 86 
S. 

gallolyticus 
126.4 12 IV 

B 90.2 66 
S. 

dysgalactiae 
<5 8 per os 

C 98 70 
S. 

dysgalactiae 
5.6 8 per os 

D No data 62 C. acnes * 8 per os 

E 73.5 72 
S. 

mitis/oralis 
group 

10.6 4.5 IV 

F 60.1 57 
S. 

mitis/oralis 
group 

9 6 per os 

G 55 47 
S. 

agalactiae 
<5 6 IV 

H 74 187 E. faecalis 31 6 IV 

I 100 80 E. faecalis 5.7 6 IV 

J 100.8 81 
E. coli 

<5 6 per os 
E. faecalis 

K 160 208 
S. 

gallolyticus 
53 6 IV 

L 120 64 
S. 

dysgalactiae 
5.5 6 per os 

M 
85 82 C. acnes <5 

6 per os  72 
S. 

agalactiae 
8 

N 70.5 59 C. acnes <5 6 per os 
O 61 43 C. acnes <5 6 then 4 per os 

P No data 69 
S. 

dysgalactiae 9.3 6 per os 
C. acnes 

Q 59 387 E. faecalis 113.2 6 IV 

R 39 347 E. faecalis <5 12 IV 

S 84 179 
S. 

agalactiae 
99.3 12 IV 

T 60 25 S. gordonii 54 12 IV 
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3. MIC, MBEC and BPC 

The distribution of amoxicillin MICs by Etest and broth microdilution method for the 22 isolates is presented 

in Table 7. The 2 testing methods demonstrated exact agreement in 14/17 (82.35 %) cases with plus or minus 

a single two-fold dilution. However, discrepancies observed assign the same susceptibility category to an 

isolate and cannot be considered as a major error.  

 The CBD device was designed to determine both liquid MIC and MBEC. The MBEC (concentration required to 

kill biofilm bacteria) and the counts of CFU per peg from the device are gathered in Table 7. 

Table 7: MICs, MBEC and BPC determined for the 22 bacteria and CFU per peg. 

Bacteria ID Bacteria species MIC E test 
mg/L 

Liquid MIC 
(mg/L) 

MBEC 
(mg/L) CFU/pegs BPC 

(mg/L) 

Biofilm 
induction

1 

4 

C. acnes 

0.016 0.031 0.062 5.60E+04 0.5 no 

14 0.094 0.062 0.062 1.06E+05 64 no 

15 0.094 0.125 0.125 1.41E+05 256* no 

16 0.064 0.062 0.062 9.20E+04 4* no 

18 0.047 0.016 0.016 7.60E+03 2 no 

8 

E. faecalis 

0.38 0.25 128 1.30E+05 0.5 yes 

9 0.38 0.5 128 7.23E+04 1 yes 

11 1 0.25 64 5.50E+03 1 yes 

19 0.75 0.25 128 1.70E+05 1 yes 

20 0.5 0.25 128 1.07E+05 1 yes 

2 

S. dysgalactiae 

0.023 0.031 / <5000   

3 0.023 0.031 0.031 5.20E+04   

13 0.023 0.031 0.062 1.50E+04   

17 0.032 0.062 / <5000   

7 
S. agalactiae 

0.064 0.062     

21 0.032      

1 
S. gallolyticus 

0.19 0.25 16 4.40E+06   

12 0.19      

5 
S. mitis/oralis 

0.032      

6 0.064      

10 E. coli 4 8 4 7.25E+03   

22 S. gordonii 0.047      

Concordant values for MIC (E test and Liquid) are highlighted in green and MIC with an error of more than two 2-fold dilution are 

in red. * one single assay 1Biofilm induction observed with high amoxicillin concentrations 
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MICs of the reference strains were in agreement with the expectations (data not shown). Amoxicillin was 

effective in inhibiting planktonic bacterial growth at low concentrations and all the bacteria would be 

considered susceptible based upon EUCAST breakpoints. 

Bacterial biofilms were readily formed by E. faecalis, most of Streptococcus, C. acnes and E. coli on the CBD 

(104 to 106 CFU/pegs). Regarding Streptococcus gender, 2/4 S. dysgalactiae strains were not able to form 

biofilm under our experimental conditions (< 5000 CFU/pegs).  

Amoxicillin was effective in killing biofilm bacteria at relatively low concentrations for 3 Streptococcus and 

Cutibacterium acnes. Two S. dysgalactiae MBEC ranged from 0.031 to 0.062 mg/L, which is comparable to 

their MIC (0.023 to 0.032 mg/L). Duplicates are being run to determine the missing Streptococcus MBEC. MBEC 

measured for C. acnes ranged from 0.016 to 0.125 mg/L. These values are comparable to MIC (0.016 to 0.094 

mg/L). In contrast, E. faecalis MBEC ranged from 64 to 128 mg/L, which is 100 times higher than the MICs 

(ranging from 0.38 to 1 mg/L). For the E. coli, MBEC was equal to the MIC whereas in literature E. coli ATCC 

25922 MBEC is described to be a hundred times higher than the MIC (48). Our results for ATCC E. coli strain 

were concordant with the literature (MBEC = 1.024 g/L) 

Regarding BPC, concentrations ranged from 0.5 to 1 mg/L for E. faecalis. These values are comparable to MIC 

(0.38 to 1 mg/L). For C. acnes, BPC are very high ranging from 2 to 256 mg/L. Moreover, a biofilm induction 

for high amoxicillin concentrations has been observed for all E. faecalis. 
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4. Pharmacokinetics parameters 

The calculated ratios are summarized in the Table 8. 

Regarding the concentrations below 5 mg/L, an arbitrary 5 mg/L concentration was chosen to determine the 

ratio. The ratio obtained will be the best-case scenario. Except for patient J infected by both E. coli and E. 

faecalis, all the patients have a C trough/MIC above the recommendations, which represents 94.7 % (18/19 

patients with a dosage) of our cohort. Amoxicillin is efficient on planktonic bacteria for 18/19 patients. 

Regarding the C trough/MBEC ratios, all the C. acnes have a ratio above 4 (ranging from 40 to 581). All the E. 

faecalis had a C trough/MBEC ratio under 4 (ranging from 0.04 to 1.25) even when the trough concentration 

was high (bacteria 19, trough concentration equal to 113.2 mg/L). Amoxicillin concentrations enable biofilm 

eradication with C. acnes but not with E. faecalis. 

Regarding the Streptococcus, two strains didn’t produce biofilm in our in vitro conditions. One S. gallolyticus, 

2 S. dysgalactiae had C trough/MBEC ratios above 4 (ranging from 7.9 to 180), which enables the biofilm 

eradication. 
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Table 8: Pharmacokinetics parameters with MIC and MBEC. 

Administration route Bacteria species Trough Concentration MIC Etest MBEC C. Trough/MIC C. Trough/MBEC Outcome 

IV 

E. faecalis 

31 0.38 128 81,58 0.24 Cured 
5,7 0.38 128 15.00 0.04 Cured 

113,2 0.75 128 150,93 0.88 Cured 
<5 0.5 128 10.00 0.04 Suppressive antibiotic therapy 

S. gallolyticus 
126,4 0.19 16 665.26 7.90 AT modification 

53 0.19  278.95  AT modification 

S. agalactiae 
<5 0.064 0.031 78.13  Suppressive antibiotic therapy 

99,3 0.032  3103.13  AT modification 
S. mitis/oralis 10,6 0.032  331.25  Suppressive antibiotic therapy 

S. gordonii 54 0.047  1148.94  AT modification (renal failure) 

Per os 

C. acnes 

* 0.016 0.062 * * Cured 
<5 and 8 0.094 0.062 85.11 129.03 Cured 

<5 0.094 0.125 53.19 40.00 Cured 
<5 0.064 0.062 78.13 80.65 Cured 
9,3 0.047 0.016 197.87 581.25 Cured 

S. dysgalactiae 

<5 0.023 / 217.39 / AT modification 
5,6 0.023 0.031 243.48 180.65 Cured 
5,5 0.023 0.062 239.13 88.71 AT modification 
9,3 0.032 / 290.63 / Cured 

S. mitis/oralis 9 0.064  140.63  Cured 
E. faecalis <5 1 64 5.00 1.00 

Suppressive antibiotic therapy 
E. coli <5 4 4 1.25 1.25 

C. trough means trough concentration. The values highlighted in green are those for which the ratio is greater than or equal to 4. The values highlighted in red are those for which the ration 

is under 4. / means the strain did not produce biofilm under our experimental conditions. * corresponds to the absence of dosage  
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Discussion 

Objectives 

Regarding the objective to develop an analytical method for the quantification of amoxicillin by LC-MS/MS, 

we can consider that we succeeded it. 

The determination of MBEC with the commercialized CBD system was performed in duplicate for each strain. 

We modified the experimental protocol for C. acnes (incubation under anaerobic condition for 48h) and 

Streptococcus (use of lysed horse blood-supplemented Mueller-Hinton broth).  

These optimized conditions were applied for the determination of BPC. Despite this, some Streptococcus 

strains do not produce biofilm under our in vitro conditions. 

Amoxicillin dosage 

The performances of our LC-MS/MS method were in agreement with the required guidelines. Indeed, our 

results regarding within-day and between-day precisions and accuracies correspond to the requirements of 

the ISO 15189 standard (CV<15%), including for LLOQ and ULOQ. As all French laboratories must be accredited 

depending on this standard by 2020, this point was essential. The dynamic calibration range of our calibration 

curve was consistent with those previously studied and with amoxicillin concentrations that were described 

(62,79). This allows us to conclude that our method is suitable for amoxicillin drug monitoring. 

In patients treated with amoxicillin, the measured plasma concentrations displayed a large variability (present 

study). This variability could partly be explained by the variability of amoxicillin dose (4 g to 12 g per day) and 

pre-analytical consideration, i.e. the time when the plasma sample has been handled after amoxicillin 

administration. Few data have described amoxicillin concentrations in plasma from patients. Old PK/PD 

studies showed that for a 250 mg oral dose of amoxicillin, concentrations are 2.5 mg/L at  2 hours, 0.5mg/L  at 

4 hours and below 0.5 mg/L at six hours (80). One review of IE treatments by oral amoxicillin shows that trough 

concentrations 6 hours after administration are of 1.1 mg/L (11). This is consistent with the concentrations we 

measured. 

The route of administration seems to account for those differences. Although our cohort size is too small to 

make statistics, the concentration obtained after IV administration seems higher than those administered 

orally (5,5 for IV and 42 mg/L per os considering that <5mg/L concentrations were equal to 5 mg/L). Only 2 

plasma concentrations were below 5 mg/L among the 10 patients that received their treatment by IV whereas 

five patients with oral treatment were above 5 mg/L and none had a concentration above 10 mg/L. Currently, 

the continuous infusion administration versus intermittent bolus administration is mostly studied (81–83). 
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Higher clinical cure rates and better PK/PD target attainment are reached when amoxicillin is administrated 

by continuous infusion compared to intermittent bolus. However, simulation data suggests that there will be 

little difference in the achievement of PK/PD targets for intermittent bolus and continuous infusion if the 

pathogens involved are in the susceptible range (82). In our case, continuous infusion might have been 

interesting for our patient with an E. coli infection. 

Weight and renal function could also account for the variations of amoxicillin concentrations. Again, our results 

were not conclusive as the sample size of our cohort was very small. For instance, patients with 

hypercreatininaemia had a large range of amoxicillin plasma concentrations, which could be compared to 

those with a normal creatininaemia. We can make the same remark regarding the weight: patients with the 

highest weight have plasma concentrations in the same range as patients with a lower weight. This can be 

explained by the early adaptation of the dose depending on the weight. 

MIC, MBEC and BPC 

MIC 

Although broth micro-dilution is the gold standard for determination of MIC, E-test is one of the alternatives 

widely used in bacteriology laboratory. E-test is routinely performed to determine amoxicillin MIC. The Etest 

has several advantages; the gradient is stable for up to 20 h, it is suitable for a variety of pathogens. However, 

some authors pointed differences in results with a systematic bias for smaller and larger MIC values for specific 

bacteria–drug combinations compared to broth dilution (84). Old studies had clearly demonstrated that the 

E-test underestimates the MICs of β-lactam agents (85). Our results don't confirm these data. The E-test MIC 

were 1 to 2-fold higher than broth micro-dilution MIC. For 1 strain, the MIC obtained by the E-Test was 2 

dilutions greater than the corresponding liquid MICs. However, the E-Test provides results on a linear scale, 

so these results are not directly comparable to the two-fold dilution results provided by the broth micro-

dilution method. Also we found an agreement of 81,25%, both techniques gave similar results for the 

categorization of the strains as being susceptible to amoxicillin. The results of the E-tests may be considered 

for the calculation of pharmacological parameters. 

According to Ceri et al. the MIC values obtained using the CBD are similar to those obtained using the National 

Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS) procedure (48). We were able to determine the MIC for 

all our bacteria with the CBD. 

In spite of the heterogeneity of the plasma concentrations, we can conclude that amoxicillin was active on all 

the bacteria based on the calculation of the !	#$%&'()*!  ratio with the only exception of patient J co-infected by 

E. coli and E. faecalis. The Etest MIC was much higher than others (4 mg/L versus £ 0.5 mg/L). For such bacteria 
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with higher MICs, dosage should be considered as soon as the treatment starts. Dosage should be considered 

in order to be effective from the treatment start for strains with MIC >1. 

MBEC 

Assays can be performed when pegs contained approximately 104 to 106 bacteria growing as a biofilm (67). 

These concentrations were obtained for all E. faecalis, C. acnes, E. coli, S. gallolyticus and S. dysgalactiae. The 

biofilm development is depending on the specific bacterial growth rate. Special conditions are required for 

some bacteria to grow as biofilms. For example, Corynebacterium renale and Pasteurella multocida, required 

the addition of fetal bovine serum and incubation under 10% CO2. The duration of heavy biofilm formation 

on the pegs [> 104 CFU/peg] varied from 4 h for P. aeruginosa to 24 h for C. renale (67). The experimental 

protocol was modified to obtain a concentration of 104 bacteria / peg in the biofilm of Streptococci and 

Cutibacterium. Despite those changes, some Streptococci did not grow a biofilm. They are considered as non-

biofilm producer under our experimental conditions. 

 

When calculating the !	#$%&'()+,!  ratio for E. faecalis and E. coli, we notice that amoxicillin is not active on biofilm 

cells in our study.  

The highest MBEC measured in our study were E. faecalis MBEC. They were all in the same range (128 mg/L). 

Recommendations say that we should be 4 to 8 times above the MIC (17–19,86) so as to be efficient. If follow 

them, we should have plasma concentrations between 200 and 400 mg/L. Yet, plasma concentrations that 

were measured do not correspond to even one time the MBEC. Plus, those concentrations are in the range of 

potential toxic concentrations (6–8) Effective concentrations are not likely to be reached. Amoxicillin would 

therefore be ineffective on the biofilm formed by E. faecalis. The results is not so surprising because β-lactams 

are not active in anaerobic conditions; consequently, they affect only the outer part of the biofilm, where 

oxygen is present (87). 

In our study we found that MBEC was equal the MIC for E. coli strain, which isn’t consistent with literature. 

Higher MBEC (>1.024 g/L) have been reported for ampicillin (48). There was only one strain of E. coli in our 

cohort. This is probably due to the increase of amoxicillin resistance in E. coli. Few enterobacteria are treated 

with amoxicillin in BJI or EI contexts. It would be interesting to observe if this phenomenon was a one-time 

event. 

The species Streptococcus gallolyticus has been characterized as a biofilm producer in our experimental 

conditions. The MBEC was intermediate between the E. faecalis and the C. acnes MBEC (16 mg/L). The !	#$%&'()+,! 	 
ratio was in the theoretical range of efficacy (7,9), but the amoxicillin plasma concentration was extremely 
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high for this patient underwent kidney failure. For patients with normal renal function, this amoxicillin 

concentration is not likely to be reached especially when the treatment is taken per os. Amoxicillin has an 

intermediate activity on formed biofilm by S. gallolyticus. 

Regarding C. acnes, MBEC were the same as MIC (plus or minus a single two-fold dilution) so the !	#$%&'()+,! 	ratio 

was above 4 for all the strains. Amoxicillin is active on formed biofilm by C. acnes. 

BPC 

BPC were determined only when the bacteria was able to produce biofilm according to the manufacturer 

protocol. More experiments are scheduled for the missing data (Streptococci and missing duplicate of the 

other bacteria). 

Interestingly, E. faecalis, which had the highest MBEC, have a low BPC ranging from 0,5 to 1 (close to their 

MIC). In contrast, C. acnes had higher BPC ranging from 2 to 256 mg/L. We can conclude that amoxicillin can 

prevent the biofilm formation for E. faecalis but not on C. acnes. So, amoxicillin is active on formed biofilm 

with C. acnes whereas it is active during early biofilm formation regarding E. faecalis.  

It had been previously described that on Pseudomonas aeruginosa, various antibiotics can either prevent the 

biofilm formation and not be active on formed biofilm or on the contrary be active on mature biofilm and not 

prevent its formation (51). 

Regarding the induction of biofilm formation, the studies indicate that it is a bacteria and antibiotic dependent 

phenomenon. It has been showed that low antibiotic concentrations like ampicillin may induce S. intermedius 

biofilm formation (88). On the contrary, azithromycin could inhibit the biofilm formation of P. aeruginosa (88). 

MBEC evaluate the ability of amoxicillin to eradicate the biofilm already established while BPC studies the 

prevention of its formation. Indeed, in some cases, amoxicillin is prescribed when the biofilm is already 

formed, so it has to be able to eradicate it. On the contrary, when amoxicillin is prescribed after a new 

prosthesis implantation, the aim is to prevent the biofilm formation. Our BPC results suggest that the biofilm 

prevention may be possible for E. faecalis.  

Moreover, biofilm induction for high amoxicillin concentration was only observed for E. faecalis. Yu et al. (89) 

described an E. faecalis biofilm induction for sub-inhibitory concentrations of ampicillin. A review gathered 

sub-inhibitory antibiotic concentrations responsible for biofilm induction (55).  To our knowledge, biofilm 

induction was not described for high amoxicillin concentrations regarding E. faecalis infections. So not only 

high amoxicillin plasma concentration could be harmful by its intrinsic properties (6–8) but by the induction 

of biofilm formation as well.  
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Comparison of the in vitro results to the outcome 

Regarding the ten favorable outcomes, 2/7 patients with an IE and 8/13 patients with a BJI were cured. Three 

patients were prescribed IV amoxicillin and 7 were prescribed an oral treatment. Regarding IE, both IE cured 

were caused by E. faecalis and were treated by IV. Interestingly, !	#$%&'()+,! 	 ratio was between 0,04 and 0,88. 

The third IV cured patient (patient H) presented a BJI caused by E. faecalis. His  !	#$%&'()+,! 	ratio was below 4 

(0.24) as well. E. faecalis MBEC were not in favor of a therapeutic success. However, amoxicillin cured these 

patients. Regarding BJI and favorable outcomes, all the other patients had oral therapy. All the patients 

infected by C. acnes (treatment per os n = 5) were cured, it seems that amoxicillin was able to eradicate the 

biofilm caused by C. acnes as !	#$%&'()+,! 	ratio suggests (80 to 580). However, surgery was associated to 

amoxicillin treatment for 3 patients so BPC would be more interesting in these cases. Preliminary results 

suggest that C. acnes BPCs are higher than their MBEC (2 to 64 mg/L). The 3 other BJI infections cured were 

caused by E. faecalis (IV route), S. dysgalactiae and S. mitis/oralis group. E. faecalis and S. dysgalactiae 
!	#$%&'(
)+,! 	ratios were not in favor of a favorable outcome so it was not predictable.  

Regarding IE and non-favorable outcomes, 4/5 were treated by IV route. One patient had a suppressive 

antibiotic therapy (Patient B), antibiotic has been modified for 3 patients (Patients A, K and S) and one patient 

was lost to follow up (Patient T). The suppressive antibiotic therapy for Patient B (patient with TAVI) is 

consistent with literature as IE after TAVI are of poor prognosis (90). We cannot conclude on the impact of 

amoxicillin in the treatment of patient A’s IE. Indeed, the change of antibiotic was due to kidney failure 

associated with encephalopathy and immune allergy to amoxicillin. The last 2 IE were cured after modification 

of antibiotic according the European treatment recommendations (2). 

Regarding BJI and non-favorable outcomes, the 5 patients had a knee prosthesis. The bacteria isolated in these 

5 cases were: 1 co-infection by E. coli and E. faecalis (patient J), 1 E. faecalis (patients R), 1 S. mitis/oralis group 

(patient E), 1. S. agalactiae (patient G) and 1 S. dysgalactiae (patient L). The E. faecalis and E. coli (per os route) 

had both ratios !	#$%&'()*!  and !	#$%&'()+,!  below 4. The last E. faecalis infection (IV route, patient J) had also its ratio 

below 4. Only S. dysgalactiae (per os route) ratio was available and it was above 4. MBEC do not seem a good 

method for the prediction of therapeutic success in case of knee prosthesis infection. Suppressive antibiotic 

therapies were prescribed for patients with BJI associated with knee prosthesis even if they had surgery to 

mechanically treat them. This observation is consistent with the current medical practices consisting in 

replacing the prosthesis when possible though reinfection often occurs (91). 

So MBEC were only a suitable marker for the prediction of therapeutic success regarding C. acnes infections. 

In the review of Macia et al (92), the interaction of biofilm mechanisms with antibiotic activity is very complex 
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and deeper in vitro and in vivo studies are needed before basing antibiotic strategies on biofilm antimicrobial 

susceptibility testing rather than conventional ones. 

Some patients had another antibiotic prescribed with the amoxicillin (clindamycin or trimethoprime-

sulfamethoxazole), it would be interesting to determine the MBEC and BPC of those two molecules. Indeed, 

Ferran et al., studied in vitro activity of amoxicillin and clindamycin on S. aureus and S. pseudointermedius 

biofilm and they observed that the combination of both molecules was less efficacious on reducing biofilm 

that clindamycin alone (25). 
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THÈSE SOUTENUE PAR : REYNAUD Céline 

TITRE: 

MISE AU POINT DE METHODES ANALYTIQUES POUR QUANTIFIER L'AMOXICILLINE DANS LE 

PLASMA HUMAIN, ET DERTERMINER LES CONCENTRATIONS MINIMALES D'ERADICATION DU 

BIOFILM ET LES CONCENTRATIONS DE PREVENTION DE FORMATION DU BIOFILM 

CONCLUSION : 

Actuellement, les Infections Osteo-Articulaires (IOA) et les Endocardites Infectieuses (El} causées par 

des germes sensibles à l'amoxicilline sont traitées par de fortes doses de cette molécule dans le but 

d'être actif sur les bactéries planctoniques comme sur les bactéries en biofilm. 

Une étude observationnelle a été menée au Centre Hospitalier Universitaire Grenoble Alpes incluant 

20 patients traités par de hautes doses d'amoxicilline (>4 g/jour) pour des El (7 /20} ou des IOA 

(13/20). Ces patients ont tous eu un dosage d'amoxicilline plasmatique prescrit entre 07/2017 et 

02/2019. Deux patients présentaient des co-infections à bactéries sensibles à l'amoxicilline. Au total, 

22 souches bactériennes ont été étudiées: Enterococcus faecalis (n=5), Streptococcus (n = 11), 

Cutibacterium acnes (n = 5) et Escherichia coli [n=l]. 

Les objectifs de cette étude ont été de mesurer les concentrations plasmatiques en amoxicilline afin 

de déterminer si les concentrations plasmatiques obtenues étaient efficaces dans un premier temps 

sur les bactéries planctoniques puis dans un second temps, si ces concentrations permettaient 

l'éradication ou la prévention du biofilm in vitro. 

La méthode de dosage de l'amoxicilline a été développée selon la norme ISO 15189. En parallèle, les 

plasmas de patients traités ont été dosés par un laboratoire extérieur le temps du développement. 

Les Concentrations Minimales Inhibitrices (CMI}, les Concentrations Minimales d'Eradication du 

Biofilm (CMEB) et les Concentrations de Prévention de formation du Biofilm (CPB) ont été 

déterminées in vitro grâce au système « Calgary Biofilm Device » commercialisé par la société 

lnnovotech. 

Les concentrations plasmatiques d'amoxicilline mesurées présentent une grande variabilité 

interindividuelle (Coefficient de Variation [en considérant que les valeurs <5 mg/L sont égales à 5 

mg/L] = 136,94 %}. li a également été constaté que les patients traités per os présentaient des 

concentrations plasmatiques d'amoxicilline inférieures à ceux traités par IV (médiane de 5,5 vs 42 
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