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Introduction et GZnZralitZs

La kZratite amibienne est une pathologie mZconnue mais ellei@aosspronostic grave.
Cette pathologie est relativement rZcente, le premieayast ZtZ dZcrit en 1974).
Elle reprZsente une cause rare dOinfection cornZenne, cemamdantidence est
croissante depuis 1980, ce qui coencide avec IOavenement dessldatdbntact, connues

pour stre le principal facteur de risque dans les pays dZveloppZ

Cette infection est causZe par des amibes libregedreAcanthamiba
La croissance du port de lentilles de contact efiede capacitZ ~ stre h™te pour des
pathogenes microbiens, ont abouti ~ un intZrst empotiel pour ce parasite au cours

des dernieres annZes.

La prise en charge de la kZratite nZcessite un diagnaatioger et un traitement adaptZ,
du fait des potentielles lourdes sZquelles visuelles.
Cependant, cette prise en charge reste difficile, les sigjimigues Ztant souvent peu

spZcifique$2].

De plus, la thZrapeutique actuelle ne permet pas de rZpdenrengent aux besoins,
cOest pourquoi de nombreuses classes thZrapeutiques font [Odgats dOe

pharmacologiques et plus particulisrement les triazolZs, dairieonazole.

Il est donc nZcessaire dOavoir une connaissance de la biologiead#smmibes, de
IOZpidZmiologie et la physiopathologie de cette pathologie afoordprendre les

stratZgies diagnostiques et thZrapeutiques.



CQOest dans ce contexte que sOinscrit la dZmarche dOune ddtedmit@sictivitZ du

voriconazole sur diffZrentes souches dOAcanthamibigo.

Cette Ztude sOintZressera dans un premier temps aux Acaeghauith " la kZratite
quOelle entra’ne, en Ztablissant un bilan des thZrapeutiquesllesact
Enfin, I0Ztude abordera la dZtermination de IQactivitZ phagigeldu voriconazole

sur diffZrentes souches dOAcanthamibes impliquZes dans la kidndgienne.



1.!Revue gZnZrale de la littZrature concernant les

kZratites amibiennes “Acanthamiba

1.1' Acanthamiba spp.

1.1.1  Premieres observations

!
Les Acanthamiba sont des parasites, protozoaires, saprophytessZpandus dans
IOenvironnement. Ils sont responsables de pluspati®logies dermatologiques,

ophtalmologiques et plus rarement neurologiqgs

Les amibes font partie des premiers eucaryotesiZdutepuis la dZcouverte de la
microscopie. DOapres IOanalyse des sZquences dbéRales, il a ZtZ estimZ que
les amibes divergent de la C branche E principaseeticaryotes il y a environ 1

milliard dOannZé44].

Plus prZcisZment, les Acanthamibes ont ZtZ imitieté dZcouverts dans les annZes
1930 comme C contaminants E de cultures de levi@egtococcus pararoseus
Par la suite, le genracanthamiba a ZtZ identifiZ dans les annZes 1960 et 1970
comme parasite de IDHomme et responsable dOim$ectimnZes, oro-pharyngZes,

et dans de rares cas, dOencZphalites granulonsag¢asekZratite[st].

! #%



1.1.2 PhylogZnie et classification

!
SOil est relativement facile de distinguer le géyuanthamiba des autres amibes

libres, IOidentification des autres especes audieigenre reste souvent difficile.

Il nOexiste actuellement que deux classificationar pdistinguer les especes

Acanthamiba: une basZe sur des criteres morphologiques dsteg&ylOautre basZe

sur des criteres de gZnZtique molZculaire.

La classification taxonomique actuelle des Acantifb@s est la suivant] :

TABLEAU 1 : Classification taxonomique dOAcanthaméy/5/

Regne Protista

Embranchemen Protozoa

Phylum Sarcomastigophora

Sous-phylum | Sarcodina

Super-classe | Rhizopodea

Classe Lobosia

Sous-classe Gymnamoebia

Ordre Amoebida
Famille Acanthamoebidae
Genre Acanthamoeba

Protista: eetre vivant unicellulaire, eucaryotes peut soé& animal (protozoaire) ou
vZgZtal (protophyte). Les protistes peuvent otre giarasites, ectoparasite dans les
organismes aquatiques, endoparasite ~ 1QintZriesircdvitZs du corps ou meme

endocellulaire.



Protozoa: Organismes unicellulaires microscopiques et gaglazhent cosmopolites,
peuplant les milieux les plus divers. Organismedites, leurs dZplacements se font
gr%oece " des cils, flagelles ou " IQaide de pseddspo

Sarcomastigophora Ce phylum regroupe les protistes munis de flagebu de
pseudopodes, comportant un seul type de noyau, Ieproduction est
essentiellement asexuZe.

Sarcodina: Protozoaires possZdant des pseudopodes et raredes flagelles,
parfois libres

Rhizopodea Organismes unicellulaires possZdant des pseudsppermettant la
locomotion et la prZhension.

Lobosia: Rhizopodes possZdant des lobopodes

Gymnamoebia Amibes nus

Amoebida: Organismes mononuclZZs et de formes indZtersinZe

Acanthamoebida Famille dOeucaryote unicellulaire

Une premiere classification des especes du gékuanthamibaa ZtZ proposZe en 1977

[6], sur des criteres morphologiques basZs sur la taille etri@efdes kystes amibiens :

¥ Groupe | : Acanthamibes de grande taille avec un diametragisupZ 18um
¥ Groupe Il: Especes prZsentant une surface tres irrZgulpotygonale,
triangulaire ou ovalaire et de diamstre infZrieur 118

¥ Groupe Il : Petites Acanthamibes rondes de diametre infZfigé8um



Les plus prZsentes des especes en pathologies humainesAsordstelanii et A.
polyphaga; elles se trouvent dans le groupe I, ainsifquénticulatafaisant partie du

groupe lll.

Cependant la morphologie des kystes est extrememiépéndante des conditions de
culture, ainsi cette classification prZsente dstéis.

Avec IQavenement de la biologie molZculaire, uneseltei classification est nZe en
1999.

Cette classification est fondZe sur 10Ztude pardayton de sZquences du gene

codant pour la sous-unitZ 18s de IOARN ribospohal

Elle permet de distinguer 20 groupes nommZs de T207T3].

Les gZnotypes T2, T3, T4, T5, T6, T10, T11l et T15 sont respessdbl kZratites
amibiennes.
De plus, il a ainsi ZtZ Ztabli que le gZnotype T4 estirdses plus de 90% des cas des

kZratites "Acanthamiba Ce gZnotype est Zgalement le plus rZpandu dans la [@ture

1.1.3 Structure cellulaire

Le prZfixe C Acanth-E dOAcanthapodes (C acanthos E signifiaBt €hpBrec ancien)
dZsigne les structures en Zpine situZes " la surface dethawébes, ce qui leur permet
de se dZplacer. Ces structures contiennent un ou plusieurs vacoaoteactiles

permettant une osmo-rZgulation par Zjection dOeau en dehorsrgimid@e.



Le suffixe C -amoeba E dOAcanthamibe (C amoibe E signiftaanig@ant E en Grec

ancien), renvoie au mouvement amiboesde de ces organismes unicsllulaire

Dans le cytoplasme, il existe dOautres types diltesyaont des lysosomes, des

vacuoles digestives et de nombreuses vacuoles gfyiqueg10].
!

1.1.4 Membrane plasmique

!
La membrane plasmique est composZe de protZinés)(3Mospholipides (25%),

lypophosphoglycanes (29%) et de stZrols (19%).

Les phospholipides comprennent majoritairement de la phosphatidgEn@5%),
phosphatidylZthanolamine (33%), phosphatidylsZrine (10%), phosphoinositidet(6%)

de diphosphatidylglycZrol (4%}.1][12].

Les acides gras membranaires les plus reprZsentZs sate Bi¥Zique (50%) ainsi que

des acides polyinsaturZs " plus longues cha’nes (R8o)

La membrane, comme les autres composants cellsaiee contient que de faibles

quantitZs de glycolipides dont le glucose est Fesprincipal (60% des glucides).

Quant aux stZrols, la fraction insaponifiable de la totalitZ ligedes extraits des

trophozostes dOAcanthamibes contient de IOergostZrol et du 7-dghyastatio[12].

Les trophozostes dOAcanthamibes possedent de noselsrmitochondries (FIGURE

1).



FIGURE 1 : Structure dOun trophozoste dOAcanthamiba par wscopie

Zlectronique/3/

1.1.9 Cytosquelette

Les Acanthamibes ont fait [Oobjet de nombreuses Ztudes cahdeuramotilitZ
cytosquelettique.
En effet, elles sont capables de se dZplacer rapidemempaivement ~ dOautres

cellules mobiles, avec une vitesse de dZplacement ge@&onde en moyenfi#4].

Leur dZplacement implique la formation de pseudopodes hyali@agpsrente ~ un

mouvement dOun substrat solide sur une interface eau-air.



La force dOadhZsion ainsi dZveloppZe est supZrieure " la, gravijidi permet aux

Acanthamibes de profiter dOun transport passif (sans dZtatdert@interface equ)].

1.1.8 GZnomes mitochondrial et nuclZaire

La taille du gZnome mitochondrial e castellaniidu gZnotype T4 est de 41 591 paires

de basef§l6q].

Les Acanthamibes possedent gZnZralement un noyau unique reprZeemtsot un
sixieme de la taille du trophozoete, cependant il a ZtZ wbsges trophozostes multi
nuclZZs.

La taille du gZnome nuclZaireAd@astellaniiest de 1,212.2paires de bas¢47].

LOanalyse gZnomiquedd€astellaniisur les sZquences codantes correspond ~ 200 genes
avec une moyenne de 3 exons par gene. A titre compd&atiistolyticapossede 1,3

exons par gen¢lg].

1.1.7 Cycle de vie et morphologie

Le cycle de vie des Acanthamibes comporte deux stades :

Le stade trophozoste correspondant ~ IOZtat vZgZtatif (diarh&5@m) et le stade de

kyste correspondant ~ I0Ztat C dormant E (diametre B30



FIGURE 2 : Cycle de vie dOAcanthamiba spp. selos nditions de vigk/

1.1.7.1 Trophozo-tes

Les trophozoetes se nourrissent de particules organiques et tggdiemtillorsque les

conditions sont optimales (apport de nutriments, pH neutre, 3GCG&mMOsmol]19].

Ce sont des cellules denses mononuclZes et le plus souvent nucl£ZniZegtoplasme
est fin et granuleux avec de nombreux organites comme des vacuoles/eigest

contractiles, les mitochondries, le rZticulum endoplasmiquecetrhplexe de Golgi.

lls se divisent de fason asexuZe, avec un temps gZnZration \dari@rit 24 heures en
fonction de I0espece. Il sOagit dOune fission binaire,dif@estiOune cellule-mere donne

deux cellules-filles.
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Lorsque les conditions deviennent plus rudes, le trophozoete devienif inac
mZtaboliquement puis se transforme en kyste ~ double paroi apois expulsZ les

nutriments hors de la cellule. Ce phZnomene se nomme C enkystement E.

1.1.7.2 Kystes

La paroi externe des kystes est composZe de protZines eystecplosrides alors que la

paroi interne est composZe de cellul@.

Le kyste ne possede pas de forme typique, en effet il peaitsgthZrique, ovalaire, en

Ztoile[21].

La double paroi permet une grande rZsistance " I0environnemednttesixariations de

tempZratures et de pH, " la dessiccation, ainsi quOaux aitzsi2?].



A\ = Infective Stage
A= Diagnostic Stage

Through the eye'

Through nasal
passages to the { )
lower respiratory
tract

Amebae (cysts and
trophozoites) can

enter humans in e,
various ways \

Through ulcerated
or broken skin®

Cysts and trophozoites in tissue

1 Results in severe keratitis of the eye. o

2 Results in granulomatous amebic encephalitis
(GAE) and/or disseminated disease in
individuals with compromised immune systems.

> - 3R0‘SU"S granulomatous amedic encephalitis
BAPEN - HEALTHIEN PEOPLE (GAE). dissemmnated disease , or skin lesions
individuals with compromised immune systems

FIGURE 3 : Cycle de vie parasitaire dOAcanthamibps dOapres Centers for

Disease Control and Prevention

1.1.8 Distribution dans I®environnement

Acanthamoebapp.ont ZtZ isolZs dans divers milieux naturels comme |QOeau desmer,
sZdiments ocZaniques, les lacs dOeau salZe, " I0interfaice sem les plages, les sols

ainsi que dans 10423).

lls ont ZtZ retrouvZs dans des bouteilles dOeau minZraledigiday dans les rejets

dOeau de refroidissement de centrales Zlectriques et nacldai® des jacuzzis, des



conduits de ventilation, des humidificateurs, des unitZs de cdfmtiati, des pommeaux
de douche, des pulvZrisateurs de cuisine, sur des IZgumes lentiiesde contact ainsi

gue sur des animaux sains, malades ou m28js

Mais aussi dans des h™pitaux, des piscines, des unitZs de, dialysdes prZlsvements
ORL humains, dans des selles humaines, dans IOurine et dandéecifplialo-rachidien

[23.

COQest pourquoi il est aisZ dOaffirmeAcarhamiba est un parasite ubiquitaire dans
IGenvironnement, qui peut stre rencontrZ dans de nombreuses adkvitdsvie.
En effet, en Nouvelle-ZZlande, 100% de la population saine posdssdanticorps anti-

Acanthamiba[24].
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1.2 KZratite amibienne

Chez IOhomme, la kZratite amibienne est la patleotogjoritaire causZe par

Acanthamliba spp

COest une infection oculaire rare, mais de mapvaistic, qui peut causer des

|Zsions oculaires irrZversiblgzl].

1.2.1  Physiopathologie

La kZratite amibienneAcanthamibaZvolue en 3 phases : adhZsion ZpithZliale, invasion

stromale et kZratonZvrit25].

FIGURE 4 : SchZma des diffZrentes Ztapes pathogZniquéa keratite amibienne

25].



1.2.1.1  AdhZsion ZpithZliale

La premiere Ztape est |OadhZsion ZpithZliale. Pendantphette, les trophozostes
adherent ~ 10ZpithZlium cornZen gr%.ce aux glycoprotZines qui seeeragivec les
glycolipides ZpithZliaux. Les modalitZs de cette adhZsion conditiofurtarhent la
pathogZnicitZ d@anthamiba; la prZsence de mannose libre ouCbeynobacterium
Xerosis, une bactZrie commensale, entraine une augmentation de laidibZias

protZases lors la phase dOinvasion strd2éjle

1.2.1.2 Invasion stromale

Puis vient la seconde phase qui est IQinvasion stromale :pleszivetes sZcrstent de
nombreuses protZases dont la MIP133 " IQorigine de la destructien baeritre
ZpithZliale ainsi que de la lyse du collagene apres passagendembrane de Bowman.

Les trophozoetes sZcretent la collagZnase MMP ainsi quavéfmat du plasminogene.

Enfin, les trophozostes convergent autour des nerfs cornZens et sgmrisebles de

kZratonZvrites radiaires ~ IQorigine de douleurs import@ies



FIGURE 5 : ReprZsentation clinique de la kZratite amibienfas/

Il a ZtZ montrZ gAGanthamibanOentraine que tres rarement des endophtalmies, qui se
caractZrisent par une hyperhZmie conjonctivale et une inflaomi@traoculaire dans la

chambre antZrieure et le vifi27].

Les trophozostes sont capables de pZnZtrer dans la chanzsieua@tde 1071il mais ils
sont directement pris en charge par I0immunitZ innZe mZdige pacrophages et les

polynuclZaires neutrophil¢28].



Les organismes morts et les parois des kystes amibiens ppavsster des annZes dans
le tissu cornZen, o ils sont responsables dOune inflammaticstgreestans la cornZe

et la sclere.

1.2.2  fpidZmiologie

Il existe une grande disparitZ gZographique de la prZvalencerdgg&amibiennes :

0,15/million dOhabitants aux ftats-Unis ~ 1,4/million dOhabitafsyaume-Un{29].!

Plusieurs raisons peuvent expliquer cette dispga#F30]!:!

I'l Przvalence de IOutilisation des lentilles de contact
1l LOefficacitZ amibicide des systemes dOentretien desdsrd#l contact
Il Contamination de IOeau domestique et des piscines

Il Techniques de diagnostic utilisZes

Le facteur de risque le plus important est le port de lestilde contact.

Ainsi, en Inde o le port de lentilles de contact est rare kiératites amibiennes ne
reprZsentent que 1% des cas de kZratites infecti@iémors que dans les pays oe

|Outilisation est rZpandue, elle reprZsente 4 ~ 8% desd<imafiictieusef32].!



1.2.2.1 Non porteurs de lentilles de contact

Les kZratites amibiennes sont souvent nZgligZes chez les non poetdensilles de
contact et sont donc diagnostiquZes tardivement. Elles sont souvenZessoan
traumatisme (accidentel ou chirurgical apres kZratoplasiiesfixiante ou kZratotomie

radiaire)[33] et " I0exposition ~ IOeau ou "~ une contamination tellurique ggmZrl

chez les agriculteurs ou artisgB8&][ 34][ 39!

1.2.2.2 Porteurs de lentilles de contact

Dans les pays " forte prZvalence dOutilisation des lemtillesntact, 85 ~ 88% des cas
de kZratites amibiennes surviennent dans cette population.
Cependant les kZratites amibiennes reprZsentent moins de k%ratéss infectieuses

liZes au port de lentilles de contact et elles sont gZnZralenikatZrale$36][ 37):

Il a ZtZ observZ une augmentation de IQincidence des kZrabiearsa en ZtZ et au
dZbut de IOautomne, ce qui peut sOexpliquer par la prZsered@canthamibadans

IGenvironnement en lien avec un climat plus chaud et une augmentatastivdess

aquatique$22][ 36][ 38][39][40][41]].

1.2.2.3 Types de lentilles de contact

Les lentilles souples sont responsables dOun ndgsi@levZ de kZratites amibiennes

que les lentilles rigidep40], ce qui est probablement liZ ~ IQhygiene et awgatie



quotidien. Il a ZtZ montrZ que plusieurs solutionsiettoyage des lentilles ne sont

ni efficaces sur les trophozoetes ni sur les kydt®@santhamiba castellani{42].

La mauvaise hygiene des lentilles est davantage liZe au dZveleppem kZratites

amibiennes plut™t quaux kZratites bactZrienr[dS]|[38][45][46].

1.2.3 Aspects cliniques et diagnostic

1.2.3.1  Aspects cliniques

Il est essentiel que le diagnostic soit posZ rapidement afiZbeter au plus t™t un
traitement mZdical. Si le dZbut du traitement est retdedZ semaines ou plus, le

pronostic sOassombrit [47][48].

La kZratite amibienne doit tre suspectZe en cas de traumeatiornZen associZ ~ une
exposition tellurique ou ~ de IOeau contaminZe ainsi que chexrtiesrg de lentilles de

contact.

Au dZbut de la contamination, IOZvolution est lente et les syaspt®' sont pas typiques
et sOapparentent ~ ceux de KkZratites virales, fongiques ou icoaeZr
Alors que dans environ 15% des cas de kZratites amibiennestél @xes coinfection

microbienne [48].

Le diagnostic doit aussi stre ZvoquZ lors de |OZchec dOun traéstitattZrien ou

antiviral.

I %oe



Il nOexiste pas de tableau clinique prZcis, les sympt™ameésvatables avec
gZnZralement douleur, larmoiement, photophobie, le plus souverdtZceniix.
Il nOexiste pas de corrZlation entre IQimportance desdigioees et 10intensitZ de la

douleur, et il est tout " fait possible quOaucune douleur ne ssEnti [49][50]

(a) ReprZsentation dOune ZpithZliopathie (b) ReprZsentation dOune kZratonZvrite  (c) ReprZsentation d@nitairene

(d) ReprZsentation dOune atteinte stromale antZrieure (e) ReprZsentation dOune atfwivfiensteomale

FIGURE 6 : ReprZsentations cliniques des divers stades dé&tatite amibienng3/

Au cours du premier mois dOZvolution, la kZratite amibienrearestZrisZe par une
atteinte de 10ZpithZlium cornZen appelZe ZpithZliopathie (Fita)), avec une kZratite
ponctuZe superficielle, des pseudodendrites, des infiltrakZ dpitx ou sous-ZpithZliaux

et des infiltrats pZrinerveux (Figure 6 (b)).

Dans 20% des cas, les patients prZsentent un anneau immurfitgiree (6 (c)).
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LOinfiltrat pZrinerveux est retrouvZ dans plus de 63% des cas tpgf®sans les 6

semaines [51].

Les kZratites amibiennes ont donc ZtZ classZes en 5 stadestdd 5] :

I'l Stade 1 : EpithZlite (Figure 6 (a))

I'l Stade 2 : EpithZlite avec kZratonZvrite (Figure 6 (b))
I'l Stade 3 : Atteinte stromale antZrieure (Figure 6 (d))
I'l Stade 4 : Atteinte stromale profonde (Figure 6 (e))

I'l Stade 5 : Anneau immunitaire et sclZrite (Figure 6 (c))

PassZ le premier mois, la kZratite amibienne se mengfasdes infiltrats en anneau, des
ulcZrations et une inflammation de la chambre antZrieure avigispan hypopion.

La sensibilitZ cornZenne est gZnZralement rZduite.

Ainsi, une Zvolution vers des formes sZveres de la maladieussfrguente chez les

patients pour lesquels le diagnostic a ZtZ tardif.

Les complications extracornZennes des kZratites amibienneseooemtr des cataractes
(20% des cas), des atrophies de [Qiris, des glaucomes ainsiegjuaicZrations

pZriphZriques cornZennes [53][54][55]
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1.2.3.2 Diagnostic

La microscopie confocai@ vivo est une mZthode de diagnostic de la kZratite amibienne
permettant dOidentifier les images rondes ou ovales hypetivé§ate 15 ~ 3Qum de
diametre des kystes amibiens, dont la double paroi est castigife.

Si cette double paroi nOest pas toujours visible, dares deest difficile dOaffirmer avec

certitude quQil sOagit de kyste amibien.

Il est aussi possible de visualiser un Zlargissement des fitarveuses, Zvocateur de

kZratonZvrite radiaire [56].

FIGURE 7 : Images de microscopie confocale in vigg00um x 40Qum) de kystes

amibiens [3]
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Le diagnostic cytologique se fait ~ IOaide de prZlevements carpZeq grattage E de la

cornZe "~ 1Qaide de lames de bistouri.

LOexamen direct sur lame est rZalisZ apres coloratiodrm#foxyline-Zosine ou au May-

GrYnwald-Giemsa (MGG), qui permettent de visualiser leg&yst

FIGURE 8 : Image de kystes amibiens issus dOun prZlsvémgres coloration au

MGG (X1000)

Les prZlevements sont mis en culture sur gZlose agar-agaregtun dZlai de 48 heures
a 21 jours, des formes vZgZtatives apparaissent.
Cependant, cette mZthode demeure peu sensible : elle perdiatjnostic positif dans

environ 50% des cas [53].

LOexamen histologique utilise la coloration par IOhZmatoxyline-Zosiné®G sur des
biopsies cornZennes, qui sont invasives et rZservZes aux aasedsu$picion avec
recherche dOAcanthamibes nZgatives sur grattage cornZen.
La gZnZtique molZculaire consiste principalement en laatfatisie PCR sur les produits

du grattage cornZen. Elle permet IOamplification dOun fradgri®#RDN ribosomal 18S

ou dOADN mitochondrial.
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Les amorces utilisZes permettent une sensibilitZ de 80#eetpZcificitZ de IQordre de

100% [57][58]

Il est aussi possible de rZaliser des PCR en tempsuifmrmettent une corrZlation entre

la gravitZ de la maladie et le nombre de copies dOARN 18S [59]

1.3 Traitements de la kZratite amibienne

1.3.1 Traitement mZdical

Le traitement est dZbutZ apres avoir rZalisZ les prZénentornZens, et si les signes
cliniques sont compatibles avec la pathologie.

Le diagnostic est orientZ par les rZsultats de la micr@scopfocalén vivo.

Il est dZfinitivement validZ par la positivitZ des examersanyifjues, molZculaires et/ou
en cultures, cependant on ne rZpste pas les prZlevemergsistilune rZponse positive

au traitement mis en place.

Les trophozoetes sont sensibles " la grande majoritZ desntegits disponibles, mais
IOinfection perdurant dans le temps, le parasite se trarséor kystes contre lesquels il
nOexiste que tres peu dOagents anti-infectieux efficaces.
Les diamidines et les biguanides sont les traitements leseffluaces sur la forme
kystique [60]et le traitement conventionnel comporte donc un biguanide, avec ou sans

diamidine.
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1.3.1.1 Les Biguanides

Dans cette famille, les deux molZcules utilisZes sont le p@giiéthylene biguanide
(PHMB) et la chlorhexidine. Ces deux molZcules possedent lenrei activitZ kysticide

sur la plupart des souches Ztudidestro [61]:

1.3.1.2 Les Diamidines

Les deux molZcules utilisZes de cette famille sont IQisZéhiokatpropamidine

(Brolene" ) et IOhexamidine (DZsomZdine

Des isolats cliniques rZsistants ont ZtZ dZcrits [62]. gxDestioi les diamidines ne sont

pas utilisZes en monothZrapie.

Dans des Ztudés vitro, il a ZtZ montrZ que IOhexamidine a un effet amoebicide plus

rapide que le propamidine contre les formes kystiques et trogike463].

1.3.2 Traitements chirurgicaux

1.3.2.1 La photokZratectomie thZrapeutique

La photokZratectomie thZrapeutique a ZtZ utilisZe pour desskZaatibiennes de stade
1 e 2 en association avec biguanides et diamidines [64].
La mZthode consiste "~ rZgulariser la surface cornZenne awafasele rZcupZrer la

transparence de la cornZe.



1.3.2.2 La greffe de cornZe lamellaire

La greffe de cornZe lamellaire a ZtZ utilisZ chez 1ingmt@ec un seul cas de rZcidive
[65].
Cette technique a pour avantage de ne pas ouvrir la chambreuanetfin de limiter la

pZnZtration intraoculaire des Acanthamibes.

1.3.2.3 La kZratoplastie transfixiante thZrapeutique

La kZratoplastie transfixiante consiste ~ remplacer un disqueZen central de pleine
Zpaisseur.
Cette technique est rZservZe aux cas de perforation cornZed@mlotrs de cornZe

fulminants.

1.3.2.4 Le cross-linking

Le cross-linking est une nouvelle mZthode thZrapeutique, qui cond&gpeser un agent
photosensible (ici la Riboflavine) sur la cornZe puis ~ exposeuroduit ~ des rayons
dOultraviolets longs (UVA). Ce procZdZ aboutit ~ une rigidificaliorcollagene par
crZaton de ponts chimiques entre les fibriles de  collagene.

Le collagene deviendrait plus rZsistant aux enzymasatthamiba[66].
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1.4l e voriconazole

!
RZcemment, plusieurs Ztudes se sont intZressPegilidation des triazolZs dans la

prise en charge mZdicamenteuse des kZratites amési&7].

Plusieurs cas rZfractaires ont ZtZ traitZs de fampirique avec succes par

IOadjonction de triazolZs associZs aux biguanidescaliamidines.

1.4.1 Structure chimigue

!
Le voriconazole (Vfent) du laboratoire Pfizer est un antifongique azol#caune

structure triazolZ.
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FIGURE 9 : Formule chimique du voriconazole dOapi€sPharmacologie

fondamentale et clinique E
!
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1.4.2 Pharmacodynamie

Le mode dOaction du voriconazole est IQinhibition de la synthese ddmrgosts
diffZrentes Ztapes.
LOergostZrol est le principal composant de la membraneicelfigngique mais aussi
d@canthamiba, il permet la rZgulation de la fluiditZ, |OasymZtridettZgritZ de la

membrane [68]

1.4.3 PharmacocinZtique

La biodisponibilitZ du voriconazole par voie orale est dOenviron 38%sediminuZe

en cas de prise simultanZe avec un repas riche en graisse.

Le volume de distribution est dOenviron 4,6 L/kg, ce qui suggere umibudion

importante dans les tissus.

Le voriconazole est mZtabolisZ au niveau hZpatique par lesyism=2C19, 2C9 et 3A4

du cytochrome P450.

La pharmacocinZtique du voriconazole nOest pas linZaire, ce ligiieexje fortes

variabilitZs interindividuelles. De plus il existe un imporaollymorphisme gZnZtique.

Le voriconazole est ZliminZ par mZtabolisation hZpatique et d®##% est ZliminZ sous
forme inchangZe dans les urines.
Sa demi-vie dOZlimination est dose dZpendante et de |Qordre rds pdwewine dose

orale de 200mg [69]
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1.4.4 Contre-indications

I'l HypersensibilitZ ~ la substance active
I'l Substrat du cytochrome P450 3A4 : Peut entrainer une augmentatioarsle le
concentrations plasmatiques et un allongement de |QintervalletQEcrares
Zpisodes de torsades de pointes pour les molZcules ci-dessous :
'l TerfZnafine
'l AstZmizole
I'l Cisapride
I'l Pimozide
I'l' Quinidine
Il Des mZdicaments susceptibles de diminuer les concentratiensafiues de
voriconazole :
'l Rifampicine
Il CarbamazZpine
Il PhZnobarbital
I'l Efavirenz " doses ZlevZes
I'l Ritonavir ~ doses ZlevZes
I'l Les dZrives de IOergot de seigle
I'l Le Sirolimus

I'l Le Millepertuis

[69].



1.4.9 Effets indZsirables

Les antifongiques azolZs sont peu toxiques. Leur principal effésirable est un trouble

gastro-intestinal mineur qui peut comprendre :

'l NausZes ;
I'l Vomissements ;

I'l DiarrhZes.

Il est Zgalement possible, dans de rares cas, de rencorsranatealies des enzymes

hZpatiques avec tres rarement des hZpatites [69].

1.5 ProblZmatique et objectifs

La kZratite ~Acanthamiba est reconnue comme Ztant une infection oculaire grave
pouvant aboutir ) une cZcitZ dZfinitive.
Cette pathologie comprend une grande variZtZ de sympt™mes, dOgrajutissive et
dOintensitZ variable, ce qui rend son diagnostic rarement Zvooremene intention.
Cependant le traitement de la kZratite amibienne est dZpeteldat prZcocitZ du

diagnostic, le parasite Zvoluant de formes trophozostairesforss kystiques.

Il nOexiste actuellement pas de recommandations consensuellele paitement.

Toutefois, de rZcentes Ztudes tendent ~ montrer |Qefficacitfichnsaole.
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Les objectifs de cette Ztude sont de comparer |Oactivitfidonazole sur des isolats de
rZfZrence d@anthamiba polyphagad®canthamiba castellaniiet d@canthamiba

lenticulataqui sont les souches les plus frZquemment responsables de lednitienne.

LOactivitZ du voriconazole sera ZvaluZe sur la forme troghafinettOobtenir la valeur

dOune dose minimale efficace permettant une transposition ~ unefveodelein vivo.



2 IMatZriels et mZthodes

2.150uches de rZfZrence

2.1.1 Acanthamlbapolyphaga

Les souches @®anthamiba polyphagautilisZes sont des souches de rZfZrence

(ATCC" 504952), isolZes dOune cornZe humaine.

2.1.2 Acanthamlba castellanii

Les souches #&®anthamiba castellanii utilisZes sont des souches de rZfZrence

(ATCC" 302342), isolZes dOune culture fongique.

2.1.3 Acanthamlbalenticulata

Les souches d®anthamiba lenticulatautilisZes sont des souches de rZfZrence

(ATCC" 506902), isolZes dOune cornZe humaine.

2.2Culture des souches

Les souches ont ZtZ mises en culture dans le niRl¥es (Peptone Yeast Glucose)

qui comporte tous les nutriments nZcessaires aelozpement des amibes.



Afin dOZviter toute contamination microbiologiquegne, et apres avoir stZrilisZ
les prZparations "~ I0aide dOun autoclave (cycl21ld€ pendant 15 minutes), deux
antibiotiques ont ZtZ ajoutZs :

¥ PZnicilline

¥ Gentamycine

TABLEAU 2 : Composition chimique du milieu PYG

Le milieu PYG a ZtZ prZparZ en suivant les conagoms prZsentZes ci-dessus.

Le milieu a ensuite ZtZ conservZ en chambre froidgC jusquQ” utilisation.



A partir dOune suspension de kystes des diffZrentages, les parasites ont ZtZ
culotZs apres centrifugation ~ 800g pendant 10 mis(t20jC. Apres Zlimination du
surnageant, le culot a ZtZ suspendu dans 1mL deunRlYG, puis vortexZ avant

dO-tre transfZrZ dans un flacon de culture contddamt de milieu PYG.

Les flacons ont ensuite ZtZ incubZs " 30;C et dimtnement vZrifiZs au microscope
inversZ.
LOentretien  des  cultures a  ZtZ  effectuZ  toutes  |dSh.

Des lors que les parasites formerent un tapis piéaae, un repiquage fut rZalisZ.

Une fois une concentration visuellement suffisatitenue, le tapis parasitaire a ZtZ
dZtachZ du flacon par incubation sur la glace p®&nda5 minutes.
La suspension a ensuite ZtZ centrifugZe ~ 800ggmerid minutes ~ +20;C et le culot

a ZtZ re-suspendu dans 10mL de PYG.

Un volume de 1QL de cette suspension a ensuite ZtZ dZposZ darcellme de
KOVA pour dZnombrement.
Le comptage a ZtZ rZalisZ en double sur 10intZgddila lame "~ 10aide dOun

microscope optique objectif X20.

Apres comptage, une dilution a ZtZ Ztablie afin ddabtine solution mere ~ 10et

10° amibes/mL pouA. polyphageaetA. lenticulataet 1¢ et 1@ pourA. castellanii



2.3PrZparation du voriconazole

~

La spZcialitZ utilisZe est le Vfénden poudre " reconstituer pour perfusion du

laboratoire Pfizer.

Le Vfend' a ZtZ reconstituZ avec 19mL dOeau pour prZpaiggctable, ce qui

donne une solution mere de voriconazole ~ 10mg/mL.

Puis, une solution fille ~ 80mg/L a ZtZ prZparZenditangeant :
¥ 16QuL de solution mere

¥ 19,84mL de PYG

Cette solution fille subira des dilutions en cascafin dOobtenir un panel de
concentrations.
De plus, les concentrations ont ZtZ initialementbtites afin dOanticiper la dilution

au! engendrZe par la mise en contact du parasite ebritonazole.



TABLEAU 3 : Tableau de prZparation des concentrai®de voriconazole

Concentration | 80 40 10 4 2 1 0,2 0,1 0,02

en mg/L

Volume ~ / 1500 | 750 |1200| 1500 | 1500 | 600 | 1500|600
prZlever en

microlitres

Volume de / 1500 | 2250 | 1800 | 1500 | 1500 | 2400 | 1500 | 2400
PYG en

microlitres

2.4Mise en contact descanthamibaavec le voriconazole

Six plaques ont ZtZ prZparZes, dont trois pouruckeades deux concentrations de
parasites utilisZes. Les deux sZries de 3 placqumapartaient :

¥ Une plaque 24 heures apres mise en contact

¥ Une plaque 48 heures apres mise en contact

¥ Une plaque 72 heures apres mise en contact

Les concentrations finales dOamibes sohetlD® amibes/mL pouA. polyphageet

A. lenticulataet 1¢ et 10 pourA. castellanii



TABLEAU 4 : SchZmatisation de la plaque en fonctioles concentrations en

voriconazole

Ainsi 10QuL des solutions meres ~ ¥0et 1¢ amibes/mL (pouiA. polyphagaet A.
lenticulatd et 16 et 10 (pour A. castellanij ont ZtZ dZposZes dans les diffZrents

puits ~ I0aide dOune pipette multi-canaux.

Puis, 10QiL des solutions aux diffZrentes concentrations 41t dZposZes dans les

puits en question. Chaque concentration est dZposdaplicat.

Les plaques ont ensuite ZtZ placZes dans une Z3dye€ et 5% de CQ@



2.5Lecture et dZnombrement au microscope

Apres avoir respectZ les temps dOincubation, wterkea ZtZ rZalisZe ~ 24, 48 et 72

heures.

200uL de bleu de Trypan ont ZtZ ajoutZs dans chaqu®. pui

La lecture se fait au microscope optique (grossieseg x20) sur cellule de KOVA

apres prZlevement de 10 des diffZrents puits.

Le dZnombrement a ZtZ rZalisZ en duplicat suZ@alitZ de la lame, soit 81 carrZs.
Le nombre dOamibes comptZ X sur les 81 carrZscetitgitopZration :

¥ Nombre amibes/mL = (((32 x X)/81) x 1000) x 4

Le nombre dOamibes comptZ X est ramenZ ~ un narobretZ sur 32 carrZs, puis
multipliZ par un coefficient de 1000 pour ramenerni@uen amibes/mL.
Et enfin, ce nombre a ZtZ multipliZ par 4 afin deiger la double dilution engendrZe

par la mise en contact des parasites et du vormmeguis par le bleu de Trypan.



2.6Test dOinhibition de multiplication

Les rZsultats obtenus lors du dZnombrement ~ @ifftids concentrations sont
exprimZs en pourcentage dOinhibition de multipdioatPIM), calculZs selon la

formule suivante :

I"H$%&'( ) FH+$&,'(*-,".&,"10.10%&, ' 1%*+128&,
PIM = '3'4
I"HS%&'( ) FH+$&,'(*-,".&,"10.10%&, 1 2#"+- 3'455

Un tZmoin sans traitement a ZtZ rZalisZ avec wndidement ~ 24, 48 et 72 heures.

2. 7Analyses statistigues

Le test de Student a ZtZ utilisZ pour les diffésenbmparaisons de valeur rZalisZes

au cours de cette Ztude.

Les comparaisons ont ZtZ jugZes significativesjlerdap-valeur Ztait strictement

infZrieure ~ 0,05.



3!/RESULTATS

3.1Acanthamibacastellanii

Apres la mise en contact des parasites avec lecoadzole, des dZnombrements ont

ZtZ rZalisZs ~ 24, 48 et 72 heures.

Apres 24 heures dOincubation, les rZsultats obteausont pas assez significatifs.
En effet, le nombre dOamibes nOest significativgraerdiffZrent§>0,05) entre les

diffZrentes concentrations.

Apres 48 heures dQincubation, les rZsultats obteewsont pas assez significatifs.
En effet, le nombre dOamibes nOest significativgrasrdiffZrent§>0,05) entre les

diffZrentes concentrations.

Apres 72 heures dOincubation, les rZsultats obtesast exploitables.
Les rZsultats utilisZs correspondent ~ IQinoculard@ amibes/mL qui offrent une

meilleurep-valeur.

Le nombre dOamibes est donc significativementrdift4p<0,05) entre diffZrentes

concentrations.



Les valeurs obtenues sont prZsentZes sous la fd@ua diagramme en b%.ton ci-

dessous.
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FIGURE 10 : ReprZsentation graphique du nombre d@zes/mL dOA. castellanii

" 10%mL en fonction de la concentration en voriconazole72 heures

DQOapres la figure ci-dessus, il est dZmontrZ queolmbre dOamibes/mL est
significativement diffZrentp<0,05) pour les concentrations allant de 0,05mg/L "

40mg/L " celui obtenu sans voriconazole correspomda tZmoin.

Cependant, pour une concentration de 0,01 mg/L,olmbne dOamibes/mL nOest

significativement pas diffZrentp$0,05) ~ celui obtenu sans voriconazole.

Enfin, pour des valeurs allant de 0,05mg/L ~ 5mgilLnOexiste pas de diffZrence

significative du nombre dOamibes/npi@,05).
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A 10aide du logiciel AAT BIOQUEST, la &ldu voriconazole a ZtZ calculZe péur

castellanii

FIGURE 11 : ReprZsentation graphique de la4sldu voriconazole pour A.

castellanii

La Clso calculZe est de 0,016mg/L, ce qui est cohZrent Kvanalyse statistique
rZalisZe.
En effet cette valeur est comprise dans IQintervaibntrant une diffZrence

significative avec le tZmoin.



3.2Acanthamibapolyphaga

Apres la mise en contact des parasites avec lecoodzole, des dZnombrements ont

ZtZ rZalisZs ~ 24, 48 et 72 heures.

Apres 24 heures dOincubation, les rZsultats obteausont pas assez significatifs.
En effet, le nombre dOamibes nOest significatitgraerdiffZrent§>0,05) entre les

diffZrentes concentrations.

Apres 48 heures dQincubation, les rZsultats obteewsont pas assez significatifs.
En effet, le nombre dOamibes nOest significativgrasrdiffZrent§>0,05) entre les

diffZrentes concentrations.

Apres 72 heures dOincubation, les rZsultats obtesast exploitables.
Les rZsultats utilisZs correspondent ~ IQinocular@ amibes/mL qui offrent une

meilleurep-valeur.
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FIGURE 12 : ReprZsentation graphique du nombre d@tzea/mL dOA. polyphaga

" 10%/mL en fonction de la concentration en voriconazole72 heures.

DOapres la figure ci-dessus, il est dZmontrZ queolmbre dOamibes/mL est

significativement diffZrentp<0,05) pour les concentrations allant de 0,5mg/L

40mg/L " celui obtenu sans voriconazole correspomnda tZmoin.

De plus, pour une concentration de 0,1 mg/lp-laleurest proche de 0,05.

Alors que pour les concentrations allant de 0,01mg/0,05mg/L, le nombre

dOamibes/mL nQOest significativement pas diffZpett,q5) ~ celui obtenu sans

voriconazole.



A 10aide du logiciel AAT BIOQUEST, la &ldu voriconazole a ZtZ calculZe péur

polyphaga

FIGURE 13 : ReprZsentation graphique de la 45ldu voriconazole pour A.

polyphaga

La Clso calculZe est de 0,089mg/L, ce qui est cohZrent Kvanalyse statistique
rZalisZe.
En effet cette valeur est comprise dans |Ointervaibntrant une diffZrence

significative avec le tZmoin.



3.3Acanthamibalenticulata

Apres la mise en contact des parasites avec lecoodzole, des dZnombrements ont

ZtZ rZalisZs ~ 24, 48 et 72 heures.

Apres 24 heures dOincubation, les rZsultats ne past assez significatifs.
En effet, le nombre dOamibes nOest significatitgraerdiffZrent§>0,05) entre les

diffZrentes concentrations.

Apres 48 heures dQOincubation, les rZsultats obteewsont pas assez significatifs.
En effet, le nombre dOamibes nOest significativgrasrdiffZrent§<0,05) entre les

diffZrentes concentrations.

Apres 72 heures dOincubation, les rZsultats obtesast exploitables.
Les rZsultats utilisZs correspondent ~ IQinocular@ amibes/mL qui offrent une

meilleurep-valeur.
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FIGURE 14 : ReprZsentation graphique du nombre ddtzes/mL dOA. lenticulata

~ 10%/mL en fonction de la concentration en voriconazole72 heures.

DOapres la figure ci-dessus, il est dZmontrZ queolmbre dOamibes/mL est
significativement diffZrentp<0,05) pour les concentrations allant de 0,05mg/L ~

40mg/L " celui obtenu sans voriconazole correspomda tZmoin.

Cependant, pour une concentration de 0,01 mg/L,olmbme dOamibes/mL nOest

significativement pas diffZrenp¥0,05) " celui obtenu sans voriconazole.
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A 10aide du logiciel AAT BIOQUEST, la &ldu voriconazole a ZtZ calculZe péur

lenticulata

FIGURE 15 : ReprZsentation graphique de la45ldu voriconazole pour A.

lenticulata

La Clso calculZe est de 0,020mg/L, ce qui est cohZrent Kvanalyse statistique
rZalisZe.
En effet cette valeur est comprise dans |Ointervaibntrant une diffZrence

significative avec le tZmoin.
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3.4Comparaison des diffZrentessClI

DQOapres les valeurs obtenues, il est dZmontrZ g@@itiste pas de diffZrence

significative entre les G d@.. castellaniiet A. lenticulata(p>0,05).

De plus, il existe une diffZrence significative rentes Céo d@. polyphagaet A.

castellaniiainsi quOentr&. polyphagaetA. lenticulata(p<0,05).

3.59Test dOinhibition de multiplication
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FIGURE 16 : ReprZsentation graphique du pourcentade multiplication des
diffZrentes especes dOAcanthamiba en fonction dectancentration en

voriconazole



DOapres le graphique ci-dessus, on peut voiA gledticulatasemble plus sensible

au voriconazole que les deux autres especes.

De plus A. polyphagaemble stre plus rZsistant au voriconazole queléaes autres

especes.

Ces interprZtations sont cohZrentes avec les d@lculZes et |Qanalyse statistique

menZe ci-dessus.

Il est intZressant de noter quOau-del” dOune cmtmentde 0,1mg/L de

voriconazole, la sensibilitZ A0polyphagaet A. castellaniisemble proche.
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4.1Discussions

Les trois souches ATCC utilisZes durant cette Ztude correspondent awhssues

plus dZcrites dans la littZrature dans le cadia &&ratite amibienne [70].

Les triazolZs ont ZtZ utilisZs de fason empirique avec stanssles kZratites amibiennes,
sur 3 yeux rZsistants aux traitements conventionnels, traitZ®npeonazole ~ 1% en
topique en plus des biguanides et diamidines [71].
Dans cette Ztude, les cas Ztaient tous porteurs de seriidlami eux, deux yeux ont ZtZ
traitZs par topique "~ 1% de voriconazole toutes les deux hewsss succes.

Le dernier Til a finalement nZcessitZ un traitement par tiplastie avec succes.

Des rZsultats similaires ont ZtZ publiZs apres |@titilisde voriconazolper 0s™ 200mg
[72].

La posologie utilisZe Ztait de 200mg deux fois par jour pendant 6nesmpuis par
courtes pZriodes ou en continu selon les cas.

LOZradication de IQinfection a ZtZ obtenue apres 7 ~ 11 mois.

Une autre Ztude, avec un modevitro, a montrZ que le voriconazole Ztait tout
autant efficace sur diffZrentes espsceaadthamibaque la chlorhexidine [73], qui

constitue un des piliers du traitement actuel deatkés amibiennesAcanthamiba



Les souches utilisZes ont ZtZ isolZes sur desifsatie PZrou ainsi quOune souche de
rZfZrence dO castellanii[73].
Apres analyse colorimZtrique de |OactivitZ des oubé3, les concentrations efficaces

du voriconazole se sont avZrZes plus faibles quelpahlorhexidine.

De nombreuses Ztudes ont ZtZ publiZes sur |Ogfficac voriconazole SuA.
polyphaga ceci pouvant sOexpliquer par IQincidence ZleywEseatZe paA.
polyphaga dans le cadre des kZratites amibiennes.
Il Ztait donc intZressant de se pencher sur d@adpeces responsables de cette

infection, comme@A. castellaniietA. lenticulata

LOactivitZ du voriconazole a ZtZ testZe sur laeforaphozoste qui reprZsente la
forme vZgZtative, dominante en cas de conditiorsrédoles.

La forme trophozoste a ZtZ choisie car elle sQatwreelus sensible que la forme

kystique. Aucune activitZ kysticide nOa ZtZ rappoapres |Qutilisation de doses

allant jusqu®” 10mg/L de voriconazole sur destsalniques [74].

En effet la forme kystique dans un mod#evivo nZcessite des doses plus ZlevZes
qui entrainent une augmentation de la frZquenceefiiess indZsirables et de la
toxicitZ.

Sur des souches de rZfZrence, |QactivitZ kysticidétZaobtenue pour des
concentrations proches de 15mg/L alors que lesamnations Ztaient plus ZlevZes

sur des isolats cliniques [75][76].



Il est donc logique de sOintZresser dans un presmigis ~ la forme trophozoste afin

dOenvisager par la suite une transposition ~ urlmed vivopuisin vivo.

Le retard au diagnostic de la kZratite amibiennelaeic la forme kystique reste
aujourdOhui une vraie problZmatique quant ~ laafielitique ~ mettre en place du
fait de la rZsistance comparativement aux pistemwageantes liZes ~ la forme
trophozoste.

LOZtude [67] montre que IQutilisation du voricdedame dose infZrieure ou Zgale
" la Clso entraine un enkystement et donc une augmentatida désistance. Plus la
concentration augmente, moins ce phZnomene dOenigsst a lieu.

LOutilisation dOune dose adaptZe et spZcifiquéessonio primordiale afin de ne pas

crZer de rZsistance.

Il est intZressant de se demander si un protobdliepeutique visant ~ reproduire un
milieu favorable ~ la forme trophozoste serait peetit dans le but dOaugmenter le
rapport forme trophozoete/forme kyste et donc dOaugmia sensibilitZ du parasite

au voriconazole.

Afin de rZaliser les analyses statistiques, leswal obtenues ~ 72h post-traitement
ont ZtZ retenues. Il nOy avait pas de diffZrencéfisigive entre les diffZrentes

concentrations de voriconazole utilisZes et le i@M®4 et 48 heurespf0,05).
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Cette latence dQOeffet est cohZrente avec la fitt&rgui mesure gZnZralement

|OefficacitZ au bout de 72-96h post-traitement [BZ]]

Pour le modelein vivo, il y a aussi une latence dQefficacitZ mais quipkst
importante (plusieurs semaines). Cette diffZrencaut psOexpliquer par la
biodisponibilitZ du mZdicament qui est variablesaiue IQintervention de facteurs

externes liZs au modeia vivo.

De plus, IOinoculum utilisZ est dé atibes/mL pouA. lenticulataetA. polyphaga
et de 16 amibes/mL pouA. castellanii Ces concentrations ont ZtZ retenues car elles
offraient les rZsultats les plus significatifs, umeeilleure visibilitZ pour le

dZnombrement et par consZquent une meilleure regtibditZ.

Au vu de cette Ztude, le voriconazole possede wizitZ amibicide. En effet, il
existe une diffZrence significative entre les vedewbtenues avec et sans
voriconazole (p<0,05).
Ce constat sOapplique aux 3 especes ZtudiZes :

- A. castellanii

-l A. lenticulata

-1 A. polyphaga

Cependant les sensibilitZs ne sont pas les memesr ges 3 espsces.

Les Cko calculZes montrent une sensibilitZ proche pauenticulata(0,020mg/L)



etA. castellanii(0,016mg/L) (p value>0,05), ce qui, ~ notre corssaince nOavait pas
2t7 prouvZe.
A. polyphagasemble plus rZsistant au voriconazoles¢Gi 0,089mg/L) queA.
castellanij ce qui est cohZrent avec la littZrature [67].

De plus, gr%.ce " cette Ztude, il peut stre conakiAg polyphagaest plus rZsistant

au voriconazole quA. lenticulata(p<0,05).

Il serait donc intZressant de prouver cette menf&dince de sensibilitZ sur un
modele in vivo. En effet, ce constat pose la question dOune s&pgriable au
traitement thZrapeutique par le voriconazole ertion de IOespece responsable de
|Oinfection.

LOidZe dOun diagnostic incluant la caractZrisithespsce prendrait alors tout son

sens afin dOadapter les posologies de voriconazole.

DOapres les rZsultats obtenus apres calcul du potage dOinhibition de
multiplication (FIGURE 16), il semble quOau-delum®certaine concentration en
voriconazole la sensibilitZ A0polyphagase rapproche de celle de castellanij ce

qui donne du poids " 10idZe dOune adaptation gapsadu voriconazole en fonction

de IOespece.

Au-del” du diagnostic dOespece, il ne peut strelexme diffZrence de sensibilitZ

intra-espece qui pourrait stre expliquZe par le gi¥pe de la souche.



La complexitZ du traitement de la kZratite amibienne, guxpé par la problZmatique du
retard au diagnostic, de la rZsistance du parasite et dérkanod aux traitements utilisZs,

justifie IOimportance de la prZvention.

Du fait que 85% des cas de kZratite amibienne apparaissem¢sipezteurs de lentilles
[36], il est primordial que la prZvention sOaxe sur les rdglé®n usage des lentilles de

contact et plus particulisrement des solutions de nettoyage (b2 1).

De nombreuses Ztudes montrent la faible efficacitZ des soldgonettoyage [77][78]
[79], en particulier les solutions type multi-usages qui sGuwratiques ~ IQutilisation
mais avec une faible couverture des germes impliquZs danseletions oculaires liZes

au port de lentilles de contact.

DOun point de vue rZglementaire, IOANSM (Agence Nationale detZSAtur
MZdicament) standardise 10Ztude de IQaction des antiseptiqd&sinéctants.
Ces normes dZcrivent les mZthadestro Zvaluant la concentration minimale entrainant
la rZduction dOune population microbienne initiale. Ellgspléfdeent aux bactZries :
Pseudomonas aerugings&erratia merescensStreptococcus aurepsainsi quOaux
champignons : Candida albicans et Fusarium solani

La norme 1SO 14729 appliquZe lors de la mise sur le marchZ a@uit gOentretien

pour lentilles de contact nOimpose aucun essai anti-viral ou i@sit@ise [80].



CONCLUSION

Les Acanthamibes sont des pathogenes dZcouvertsisigpusieurs dZcennies,
cependant leur diagnostic et leur prise en charggemé complexes pour les
professionnels de santZ.
La kZratite amibienne constitue un enjeu de sanbfique, en effet, elle peut stre
responsable de graves sZquelles oculaires.

Son incidence est corrZIZe ~ IOaugmentation croésdarport des lentilles de contact
et un mauvais respect des regles dOhygiene etre®emt

Cette augmentation de IQincidence a entrainZ é@flab de nouvelles techniques

de diagnostic et la dZcouverte de nouvelles pisiésapeutiques.

COest dans ce contexte que sOinscrit notre toanailpour but de comparer I0activitZ
du voriconazole sur 3 des especes les plus resppiesde kZratite amibienne.

Cette Ztude a permis de montrer dugolyphagaest plus rZsistant au voriconazole

gue A. castellaniiet A. lenticulata; Ces deux dernieres especes possedent une
sensibilitZ tres proche au voriconazole.

Le fait que ces 3 especes nOaient pas la memebsi@assur un modelén vitro pose

la question de IQintZret de la dZtermination dOedpss du diagnostic de la

pathologie, afin dOadapter les posologies du rraite

Ce travail ouvre la porte ~ une transposition samouodeleex vivoetin vivo.

LOessor de nouvelles solutions thZrapeutiques@aitccompagner du renforcement

des messages de prZvention liZs au port des ésn¢ill” leurs bons usages, ainsi quO”



|OZtablissement de nouvelles exigences rZglenenteémcernant les solutions
dOentretien. Il est nZcessaire que leur compogitiolne, pour couvrir un plus grand

nombre de germes responsables dOinfections osyldmet les amibes libres.



LISTE DES ABRfVIATIONS

iC : degrZ Celsius

pum : Micrometre

ANSM : Agence Nationale de SZcuritZ du MZdicament

ADN : Acide DZsoxyribonuclZique

ARN : Acide RibonuclZique

Clso: Concentration inhibitrice 50

kg : Kilogramme

mg : Milligramme

MGG : May GrYnwald Giemsa

MIP-133 : Mannose-induced Protease 133
MMP : MetalloprotZinase Matricielle

ORL : Oto-Rhino-Laryngologie

PCR : Polymerase chain reaction

PHMB : Polyhexamethylene Biguanide
PIM : Pourcentage dOlInhibition de Multiplication
PYG : Peptone Yeast Glucose

UVA : Ultraviolet A
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ANNEXES

ANNEXE 1 : Bonnes pratiques dOusage des lentilles

Regles dOhygisne :

Lavez, rincez et sZchez vos mains (avec un essuie-main jetedie de poser
ou de retirer vos lentilles

Ne jamais utiliser IOeau du robinet pour rincer les kesitifirZfZrer les solutions
de rineage ou les dosettes de sZrum physiologique

Remplir et changer quotidiennement le botier de lentilles @aveaouvelle
dose de dZcontaminant

Le soir, apres utilisation, il faut nettoyer les lentilléss rincer et les
dZcontaminer.

Renouveler les Ztuis neufs rZgulierement

Regles de prudence :

Jeter immZdiatement toute lentille abimZe

Ne jamais dormir avec des lentilles de port quotidien sous risque de
complications oculaires graves

Respecter la frZquence de renouvellement des lentilles indisuZes
IGordonnance

Proscrire le port des lentilles en cas de baignade em@isaisports nautiques

Consulter tous les ans votre ophtalmologue pour un contr™le
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La kZratite amibienne est une pathologie rare et sous-diagnostiguZeente croissance

dOutilisation des lentilles de contact entraine une augmentationideigence, par manque de

prZvention et de produits dOentretien efficaces.

Bien que rare, la kZratite amibienne nOen reste pas mopetholegie grave et nZcessite un

diagnostic prZcoce. Un retard de prise en charge entra’résitessIcornZennes importantes et

irrZversibles allant jusqu®” la cZcitZ. Le traitemengttie gathologie nOest ~ ce jour pas

clairement dZfini du fait de I0Zmergence de nouvelles molZdig€esidans cette indication.

Notre travail sOest donc orientZ sur I0Ztude de IOactivitZahazokicsur des isolats de

rZfZrence dOamibes libres (gerreanthamiba). Le but de cette Ztude Ztant de comparer son

efficacitZ sur 3 especes ayant une forte incideAcedstellanij A. lenticulata A. polyphag} ce

qui nOavait jamais ZtZ rZalisZ " notre connaissance.

Apres avoir rZalisZ une mise en contact dOun inoculum cdlitpdrasite " diffZrentes

concentrations de voriconazole, des dZnombrements ont ZtZ rZplisfsLirs intervalles de

temps, ce qui a permis de dZterminer les @ chaque espece.

Le voriconazole est efficace sur les 3 especes testZes.

A. polyphagaest plus rZsistant au voriconazole gueastellaniietA. lenticulata Ces deux

dernisres especes ont une sensibilitZ quasiment similaire ieownazole.

|

SSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSS

>?@<&ABCTHEP1(:5:2!(/5052))2!VIL*():N(/5026!V!L/5026!'50¥2615*.)(<."2IVVIW)@2*:5.)!

:2"B15XB2NASY&H () #r+,-. +&H#HIH  WI"H#E%EH J#*"#0%1--#IRD "#$%&#H' ()#*-1$%2"3-# %ot

SSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSS

D=E&

F/-2+$%0"&8&1!ZLK[--[9!8.\*+!I1.@2662B1!

>%45/%2&8& 2!'|"["QR_I"B'52+!aJN:('/.".>B2!
Y/21Y~88W[!12115)2+!Q.*:2B1!2)!IN(1/(*52!

! ! Y1!'RLbLUL-QRLW-W&[IR./M+19N21*N2B1!
hhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhh!
GH@C&GC&<?=@CIHB&&:.012!%"$H!




