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Introduction et GŽnŽralitŽs 

 

La kŽratite amibienne est une pathologie mŽconnue mais elle poss•de un pronostic grave.  

Cette pathologie est relativement rŽcente, le premier cas ayant ŽtŽ dŽcrit en 1974 [1]. 

Elle reprŽsente une cause rare dÕinfection cornŽenne, cependant son incidence est 

croissante depuis 1980, ce qui co•ncide avec lÕav•nement des lentilles de contact, connues 

pour •tre le principal facteur de risque dans les pays dŽveloppŽs. 

Cette infection est causŽe par des amibes libres du genre AcanthamÏba.  

La croissance du port de lentilles de contact et de leur capacitŽ ˆ •tre h™te pour des 

pathog•nes microbiens, ont abouti ˆ un intŽr•t exponentiel pour ce parasite au cours 

des derni•res annŽes. 

La prise en charge de la kŽratite nŽcessite un diagnostic prŽcoce et un traitement adaptŽ, 

du fait des potentielles lourdes sŽquelles visuelles. 

Cependant, cette prise en charge reste difficile, les signes cliniques Žtant souvent peu 

spŽcifiques [2].  

De plus, la thŽrapeutique actuelle ne permet pas de rŽpondre pleinement aux besoins, 

cÕest pourquoi de nombreuses classes thŽrapeutiques font lÕobjet dÕessais 

pharmacologiques et plus particuli•rement les triazolŽs, dont le voriconazole. 

Il est donc nŽcessaire dÕavoir une connaissance de la biologie des Acanthamibes, de 

lÕŽpidŽmiologie et la physiopathologie de cette pathologie afin de comprendre les 

stratŽgies diagnostiques et thŽrapeutiques. 
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CÕest dans ce contexte que sÕinscrit la dŽmarche dÕune dŽtermination de lÕactivitŽ du 

voriconazole sur diffŽrentes souches dÕAcanthamibes in vitro. 

Cette Žtude sÕintŽressera dans un premier temps aux Acanthamibes, puis ˆ la kŽratite 

quÕelle entra”ne, en Žtablissant un bilan des thŽrapeutiques actuelles.  

Enfin, lÕŽtude abordera la dŽtermination de lÕactivitŽ pharmacologique du voriconazole 

sur diffŽrentes souches dÕAcanthamibes impliquŽes dans la kŽratite amibienne. 
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1.!Revue gŽnŽrale de la littŽrature concernant les 

kŽratites amibiennes ˆ AcanthamÏba 

!

1.1! AcanthamÏba spp. 

1.1.1! Premi•res observations 

!

Les AcanthamÏba sont des parasites, protozoaires, saprophytes, tr•s rŽpandus dans 

lÕenvironnement. Ils sont responsables de plusieurs pathologies dermatologiques, 

ophtalmologiques et plus rarement neurologiques [3].  

 

Les amibes font partie des premiers eucaryotes ŽtudiŽs depuis la dŽcouverte de la 

microscopie. DÕapr•s lÕanalyse des sŽquences dÕARN ribosomales, il a ŽtŽ estimŽ que 

les amibes divergent de la Ç branche È principale des eucaryotes il y a environ 1 

milliard dÕannŽes [4].  

 

Plus prŽcisŽment, les Acanthamibes ont ŽtŽ initialement dŽcouverts dans les annŽes 

1930 comme Ç contaminants È de cultures de levures : Cryptococcus pararoseus. 

Par la suite, le genre AcanthamÏba a ŽtŽ identifiŽ dans les annŽes 1960 et 1970 

comme parasite de lÕHomme et responsable dÕinfections cutanŽes, oro-pharyngŽes, 

et dans de rares cas, dÕencŽphalites granulomateuses et de kŽratites [4].  

 

 

 

!
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1.1.2! PhylogŽnie et classification 

!

SÕil est relativement facile de distinguer le genre AcanthamÏba des autres amibes 

libres, lÕidentification des autres esp•ces au sein du genre reste souvent difficile. 

Il nÕexiste actuellement que deux classifications pour distinguer les esp•ces 

AcanthamÏba : une basŽe sur des crit•res morphologiques des kystes, lÕautre basŽe 

sur des crit•res de gŽnŽtique molŽculaire. 

 

La classification taxonomique actuelle des Acanthamibes est la suivante [5] : 

TABLEAU 1 : Classification taxonomique dÕAcanthamÏba [5] 

R•gne Protista 

Embranchement Protozoa 

Phylum Sarcomastigophora 

Sous-phylum Sarcodina 

Super-classe Rhizopodea 

Classe Lobosia 

Sous-classe Gymnamoebia 

Ordre Amoebida 

Famille Acanthamoebidae 

Genre Acanthamoeba 

 
Protista : ætre vivant unicellulaire, eucaryotes peut •tre soit animal (protozoaire) ou 

vŽgŽtal (protophyte). Les protistes peuvent •tre des parasites, ectoparasite dans les 

organismes aquatiques, endoparasite ˆ lÕintŽrieur des cavitŽs du corps ou m•me 

endocellulaire. 
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Protozoa : Organismes unicellulaires microscopiques et gŽnŽralement cosmopolites, 

peuplant les milieux les plus divers. Organismes mobiles, leurs dŽplacements se font 

gr‰ce ˆ des cils, flagelles ou ˆ lÕaide de pseudopodes. 

Sarcomastigophora : Ce phylum regroupe les protistes munis de flagelles ou de 

pseudopodes, comportant un seul type de noyau, leur reproduction est 

essentiellement asexuŽe. 

Sarcodina : Protozoaires possŽdant des pseudopodes et rarement des flagelles, 

parfois libres 

Rhizopodea : Organismes unicellulaires possŽdant des pseudopodes permettant la 

locomotion et la prŽhension. 

Lobosia : Rhizopodes possŽdant des lobopodes 

Gymnamoebia : Amibes nus 

Amoebida : Organismes mononuclŽŽs et de formes indŽterminŽes 

Acanthamoebida : Famille dÕeucaryote unicellulaire 

 

Une premi•re classification des esp•ces du genre AcanthamÏba a ŽtŽ proposŽe en 1977 

[6], sur des crit•res morphologiques basŽs sur la taille et la forme des kystes amibiens : 

¥! Groupe I : Acanthamibes de grande taille avec un diam•tre supŽrieur ˆ 18µm 

¥! Groupe II : Esp•ces prŽsentant une surface tr•s irrŽguli•re polygonale, 

triangulaire ou ovalaire et de diam•tre infŽrieur ˆ 18µm 

¥! Groupe III : Petites Acanthamibes rondes de diam•tre infŽrieur ˆ 18µm 
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Les plus prŽsentes des esp•ces en pathologies humaines sont : A. castelanii et A. 

polyphaga ; elles se trouvent dans le groupe II, ainsi quÕA. lenticulata faisant partie du 

groupe III. 

Cependant la morphologie des kystes est extr•mement dŽpendante des conditions de 

culture, ainsi cette classification prŽsente des limites. 

Avec lÕav•nement de la biologie molŽculaire, une nouvelle classification est nŽe en 

1999.  

Cette classification est fondŽe sur lÕŽtude par hybridation de sŽquences du g•ne 

codant pour la sous-unitŽ 18s de lÕARN ribosomal [0]. 

Elle permet de distinguer 20 groupes nommŽs de T1 ˆ T20 [8]. 

Les gŽnotypes T2, T3, T4, T5, T6, T10, T11 et T15 sont responsables de kŽratites 

amibiennes. 

De plus, il a ainsi ŽtŽ Žtabli que le gŽnotype T4 est prŽsent dans plus de 90% des cas des 

kŽratites ˆ AcanthamÏba. Ce gŽnotype est Žgalement le plus rŽpandu dans la nature [9]. 

 

!

1.1.3! Structure cellulaire 

Le prŽfixe Ç Acanth-È dÕAcanthapodes (Ç acanthos È signifiant Ç pic È en Grec ancien) 

dŽsigne les structures en Žpine situŽes ˆ la surface des Acanthamibes, ce qui leur permet 

de se dŽplacer. Ces structures contiennent un ou plusieurs vacuoles contractiles 

permettant une osmo-rŽgulation par Žjection dÕeau en dehors de lÕorganisme. 
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Le suffixe Ç -amoeba È dÕAcanthamibe (Ç amoibe È signifiant Ç changeant È en Grec 

ancien), renvoie au mouvement amibo•de de ces organismes unicellulaires. 

Dans le cytoplasme, il existe dÕautres types dÕorganites dont des lysosomes, des 

vacuoles digestives et de nombreuses vacuoles glycogŽniques [10]. 

!

1.1.4! Membrane plasmique 

!

La membrane plasmique est composŽe de protŽines (33%), phospholipides (25%), 

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

Les phospholipides comprennent majoritairement de la phosphatidylcholine (45%), 

phosphatidylŽthanolamine (33%), phosphatidylsŽrine (10%), phosphoinositide (6%) et 

de diphosphatidylglycŽrol (4%) [11][12]. 

Les acides gras membranaires les plus reprŽsentŽs sont lÕacide olŽique (50%) ainsi que 

des acides polyinsaturŽs ˆ plus longues cha”nes (30%) [13]. 

La membrane, comme les autres composants cellulaires, ne contient que de faibles 

quantitŽs de glycolipides dont le glucose est le sucre principal (60% des glucides). 

Quant aux stŽrols, la fraction insaponifiable de la totalitŽ des lipides extraits des 

trophozo•tes dÕAcanthamibes contient de lÕergostŽrol et du 7-dehydrostigmastŽrol [12].  

Les trophozo•tes dÕAcanthamibes poss•dent de nombreuses mitochondries (FIGURE 

1). 
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FIGURE 1 : Structure dÕun trophozo•te dÕAcanthamÏba par microscopie 

Žlectronique [3] 

 

1.1.5! Cytosquelette  

Les Acanthamibes ont fait lÕobjet de nombreuses Žtudes concernant leur motilitŽ 

cytosquelettique. 

En effet, elles sont capables de se dŽplacer rapidement comparativement ˆ dÕautres 

cellules mobiles, avec une vitesse de dŽplacement de 0,8µm/seconde en moyenne [14].  

Leur dŽplacement implique la formation de pseudopodes hyalins, il sÕapparente ˆ un 

mouvement dÕun substrat solide sur une interface eau-air. 
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La force dÕadhŽsion ainsi dŽveloppŽe est supŽrieure ˆ la gravitŽ, ce qui permet aux 

Acanthamibes de profiter dÕun transport passif (sans dŽtachement de lÕinterface eau) [15]. 

 

1.1.6! GŽnomes mitochondrial et nuclŽaire 

La taille du gŽnome mitochondrial de A. castellanii du gŽnotype T4 est de 41 591 paires 

de bases [16].  

Les Acanthamibes poss•dent gŽnŽralement un noyau unique reprŽsentant environ un 

sixi•me de la taille du trophozo•te, cependant il a ŽtŽ observŽ des trophozo•tes multi 

nuclŽŽs.  

La taille du gŽnome nuclŽaire dÕA. castellanii est de 1,212.108 paires de bases [17].  

LÕanalyse gŽnomique dÕA. castellanii sur les sŽquences codantes correspond ˆ 200 g•nes 

avec une moyenne de 3 exons par g•ne. A titre comparatif E. histolytica poss•de 1,3 

exons par g•ne [18].  

 

1.1.7! Cycle de vie et morphologie 

Le cycle de vie des Acanthamibes comporte deux stades : 

Le stade trophozo•te correspondant ˆ lÕŽtat vŽgŽtatif (diam•tre : 15-50µm) et le stade de 

kyste correspondant ˆ lÕŽtat Ç dormant È (diam•tre 15-30µm). 
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FIGURE 2 : Cycle de vie dÕAcanthamÏba spp. selon les conditions de vie [K] 

 

1.1.7.1! Trophozo•tes 

Les trophozo•tes se nourrissent de particules organiques et se multiplient lorsque les 

conditions sont optimales (apport de nutriments, pH neutre, 30¡C et 50-80mOsmol) [19]. 

Ce sont des cellules denses mononuclŽes et le plus souvent nuclŽolŽes. Leur cytoplasme 

est fin et granuleux avec de nombreux organites comme des vacuoles digestives et 

contractiles, les mitochondries, le rŽticulum endoplasmique et le complexe de Golgi. 

Ils se divisent de fa•on asexuŽe, avec un temps gŽnŽration variant de 8 ˆ 24 heures en 

fonction de lÕesp•ce. Il sÕagit dÕune fission binaire, cÕest ˆ dire quÕune cellule-m•re donne 

deux cellules-filles. 
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Lorsque les conditions deviennent plus rudes, le trophozo•te devient inactif 

mŽtaboliquement puis se transforme en kyste ˆ double paroi apr•s avoir expulsŽ les 

nutriments hors de la cellule. Ce phŽnom•ne se nomme Ç enkystement È. 

 

 

1.1.7.2! Kystes 

La paroi externe des kystes est composŽe de protŽines et de polysaccharides alors que la 

paroi interne est composŽe de cellulose [20]. 

Le kyste ne poss•de pas de forme typique, en effet il peut •tre sphŽrique, ovalaire, en 

Žtoile [21].  

La double paroi permet une grande rŽsistance ˆ lÕenvironnement, aux fortes variations de 

tempŽratures et de pH, ˆ la dessiccation, ainsi quÕaux anti-amibiens [22]. 
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FIGURE 3 : Cycle de vie parasitaire dÕAcanthamÏba spp. dÕapr•s Centers for 

Disease Control and Prevention 

 

1.1.8! Distribution dans lÕenvironnement 

Acanthamoeba spp. ont ŽtŽ isolŽs dans divers milieux naturels comme lÕeau de mer, les 

sŽdiments ocŽaniques, les lacs dÕeau salŽe, ˆ lÕinterface eau-air, sur les plages, les sols 

ainsi que dans lÕair [23].  

Ils ont ŽtŽ retrouvŽs dans des bouteilles dÕeau minŽrale, dÕeau distillŽe, dans les rejets 

dÕeau de refroidissement de centrales Žlectriques et nuclŽaires, dans des jacuzzis, des 
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conduits de ventilation, des humidificateurs, des unitŽs de climatisation, des pommeaux 

de douche, des pulvŽrisateurs de cuisine, sur des lŽgumes, sur des lentilles de contact ainsi 

que sur des animaux sains, malades ou morts [23]. 

Mais aussi dans des h™pitaux, des piscines, des unitŽs de dialyses, dans des prŽl•vements 

ORL humains, dans des selles humaines, dans lÕurine et dans le liquide cŽphalo-rachidien 

[23]. 

CÕest pourquoi il est aisŽ dÕaffirmer quÕAcanthamÏba est un parasite ubiquitaire dans 

lÕenvironnement, qui peut •tre rencontrŽ dans de nombreuses activitŽs de la vie. 

En effet, en Nouvelle-ZŽlande, 100% de la population saine poss•de des anticorps anti-

AcanthamÏba [24].  

! !
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1.2! KŽratite amibienne 

Chez lÕhomme, la kŽratite amibienne est la pathologie majoritaire causŽe par 

AcanthamÏba spp. 

CÕest une infection oculaire rare, mais de mauvais pronostic, qui peut causer des 

lŽsions oculaires irrŽversibles [21].  

 . 

1.2.1! Physiopathologie 

La kŽratite amibienne ˆ AcanthamÏba Žvolue en 3 phases : adhŽsion ŽpithŽliale, invasion 

stromale et kŽratonŽvrite [25]. 

 

FIGURE 4 : SchŽma des diffŽrentes Žtapes pathogŽniques de la kŽratite amibienne 

[25].  
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1.2.1.1! AdhŽsion ŽpithŽliale 

La premi•re Žtape est lÕadhŽsion ŽpithŽliale. Pendant cette phase, les trophozo•tes 

adh•rent ˆ lÕŽpithŽlium cornŽen gr‰ce aux glycoprotŽines qui interagissent avec les 

glycolipides ŽpithŽliaux. Les modalitŽs de cette adhŽsion conditionnent fortement la 

pathogŽnicitŽ dÕAcanthamÏba ; la prŽsence de mannose libre ou de Corynobacterium 

xerosis, une bactŽrie commensale, entraine une augmentation de la libŽration des 

protŽases lors la phase dÕinvasion stromale [26].  

 

1.2.1.2! Invasion stromale 

Puis vient la seconde phase qui est lÕinvasion stromale : les trophozo•tes sŽcr•tent de 

nombreuses protŽases dont la MIP133 ˆ lÕorigine de la destruction de la barri•re 

ŽpithŽliale ainsi que de la lyse du collag•ne apr•s passage de la membrane de Bowman. 

Les trophozo•tes sŽcr•tent la collagŽnase MMP ainsi que lÕactivateur du plasminog•ne. 

Enfin, les trophozo•tes convergent autour des nerfs cornŽens et sont responsables de 

kŽratonŽvrites radiaires ˆ lÕorigine de douleurs importantes [25]. 
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FIGURE 5 : ReprŽsentation clinique de la kŽratite amibienne [25] 

Il a ŽtŽ montrŽ quÕAcanthamÏba nÕentraine que tr•s rarement des endophtalmies, qui se 

caractŽrisent par une hyperhŽmie conjonctivale et une inflammation intraoculaire dans la 

chambre antŽrieure et le vitrŽ [27].  

Les trophozo•tes sont capables de pŽnŽtrer dans la chambre antŽrieure de lÕÏil mais ils 

sont directement pris en charge par lÕimmunitŽ innŽe mŽdiŽe par les macrophages et les 

polynuclŽaires neutrophiles [28].  
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Les organismes morts et les parois des kystes amibiens peuvent persister des annŽes dans 

le tissu cornŽen, o• ils sont responsables dÕune inflammation persistante dans la cornŽe 

et la scl•re. 

 

1.2.2! ƒpidŽmiologie 

Il existe une grande disparitŽ gŽographique de la prŽvalence des kŽratites amibiennes : 

0,15/million dÕhabitants aux ƒtats-Unis ˆ 1,4/million dÕhabitants au Royaume-Uni [29].!

Plusieurs raisons peuvent expliquer cette disparitŽ [22][30]!:!

! ! PrŽvalence de lÕutilisation des lentilles de contact  

! ! LÕefficacitŽ amÏbicide des syst•mes dÕentretien des lentilles de contact 

! ! Contamination de lÕeau domestique et des piscines  

! ! Techniques de diagnostic utilisŽes 

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

Ainsi, en Inde o• le port de lentilles de contact est rare, les kŽratites amibiennes ne 

reprŽsentent que 1% des cas de kŽratites infectieuses![31]!alors que dans les pays o• 

lÕutilisation est rŽpandue, elle reprŽsente 4 ˆ 8% des kŽratites infectieuses [32].!

!

!

!
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1.2.2.1! Non porteurs de lentilles de contact 

Les kŽratites amibiennes sont souvent nŽgligŽes chez les non porteurs de lentilles de 

contact et sont donc diagnostiquŽes tardivement. Elles sont souvent associŽes ˆ un 

traumatisme (accidentel ou chirurgical apr•s kŽratoplastie transfixiante ou kŽratotomie 

radiaire) [33] et ˆ lÕexposition ˆ lÕeau ou ˆ une contamination tellurique gŽnŽralement 

chez les agriculteurs ou artisans [32][34][35] ! 

!

1.2.2.2! Porteurs de lentilles de contact 

Dans les pays ˆ forte prŽvalence dÕutilisation des lentilles de contact, 85 ˆ 88% des cas 

de kŽratites amibiennes surviennent dans cette population.  

Cependant les kŽratites amibiennes reprŽsentent moins de 5% des kŽratites infectieuses 

liŽes au port de lentilles de contact et elles sont gŽnŽralement unilatŽrales [36][37] ! 

Il a ŽtŽ observŽ une augmentation de lÕincidence des kŽratites amibiennes en ŽtŽ et au 

dŽbut de lÕautomne, ce qui peut sÕexpliquer par la prŽsence accrue dÕAcanthamÏba dans 

lÕenvironnement en lien avec un climat plus chaud et une augmentation des activitŽs 

aquatiques [22][36][38][39][40][41]. 

!

1.2.2.3! Types de lentilles de contact 

Les lentilles souples sont responsables dÕun risque plus ŽlevŽ de kŽratites amibiennes 

que les lentilles rigides [40], ce qui est probablement liŽ ˆ lÕhygi•ne et au nettoyage 
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quotidien. Il a ŽtŽ montrŽ que plusieurs solutions de nettoyage des lentilles ne sont 

ni efficaces sur les trophozo•tes ni sur les kystes dÕAcanthamÏba castellanii [42]. 

La mauvaise hygi•ne des lentilles est davantage liŽe au dŽveloppement de kŽratites 

amibiennes plut™t quÕaux kŽratites bactŽriennes [38][43][44][45][46]. 

 

1.2.3! Aspects cliniques et diagnostic 

1.2.3.1! Aspects cliniques 

Il est essentiel que le diagnostic soit posŽ rapidement afin de dŽbuter au plus t™t un 

traitement mŽdical. Si le dŽbut du traitement est retardŽ de 3 semaines ou plus, le 

pronostic sÕassombrit [47][48]. 

La kŽratite amibienne doit •tre suspectŽe en cas de traumatisme cornŽen associŽ ˆ une 

exposition tellurique ou ˆ de lÕeau contaminŽe ainsi que chez les porteurs de lentilles de 

contact. 

Au dŽbut de la contamination, lÕŽvolution est lente et les sympt™mes ne sont pas typiques 

et sÕapparentent ˆ ceux de kŽratites virales, fongiques ou bactŽriennes. 

Alors que dans environ 15% des cas de kŽratites amibiennes, il existe une coinfection 

microbienne [48]. 

Le diagnostic doit aussi •tre ŽvoquŽ lors de lÕŽchec dÕun traitement antibactŽrien ou 

antiviral. 



! %"!

Il nÕexiste pas de tableau clinique prŽcis, les sympt™mes Žtant variables avec 

gŽnŽralement douleur, larmoiement, photophobie, le plus souvent unilatŽraux. 

Il nÕexiste pas de corrŽlation entre lÕimportance des signes cliniques et lÕintensitŽ de la 

douleur, et il est tout ˆ fait possible quÕaucune douleur ne soit ressentie [49][50]! 

 

FIGURE 6 : ReprŽsentations cliniques des divers stades de la kŽratite amibienne [3] 

 

Au cours du premier mois dÕŽvolution, la kŽratite amibienne est caractŽrisŽe par une 

atteinte de lÕŽpithŽlium cornŽen appelŽe ŽpithŽliopathie (Figure 6 (a)), avec une kŽratite 

ponctuŽe superficielle, des pseudodendrites, des infiltrats ŽpithŽliaux ou sous-ŽpithŽliaux 

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

Dans 20% des cas, les patients prŽsentent un anneau immunitaire (Figure 6 (c)). 

 

!     !       !  
    (a) ReprŽsentation dÕune ŽpithŽliopathie                (b) ReprŽsentation dÕune kŽratonŽvrite      (c) ReprŽsentation dÕun Anneau immunitaire

                                       !                                !
                               (d) ReprŽsentation dÕune atteinte stromale antŽrieure                (e) ReprŽsentation dÕune atteinte stromale profonde
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LÕinfiltrat pŽrinerveux est retrouvŽ dans plus de 63% des cas diagnostiquŽs dans les 6 

semaines [51]. 

Les kŽratites amibiennes ont donc ŽtŽ classŽes en 5 stades de gravitŽ [52] : 

! ! Stade 1 : EpithŽlite (Figure 6 (a)) 

! ! Stade 2 : EpithŽlite avec kŽratonŽvrite (Figure 6 (b)) 

! ! Stade 3 : Atteinte stromale antŽrieure (Figure 6 (d)) 

! ! Stade 4 : Atteinte stromale profonde (Figure 6 (e)) 

! ! Stade 5 : Anneau immunitaire et sclŽrite (Figure 6 (c)) 

 

PassŽ le premier mois, la kŽratite amibienne se manifeste par des infiltrats en anneau, des 

ulcŽrations et une inflammation de la chambre antŽrieure avec parfois un hypopion. 

La sensibilitŽ cornŽenne est gŽnŽralement rŽduite. 

Ainsi, une Žvolution vers des formes sŽv•res de la maladie est plus frŽquente chez les 

patients pour lesquels le diagnostic a ŽtŽ tardif. 

Les complications extracornŽennes des kŽratites amibiennes comprennent des cataractes 

(20% des cas), des atrophies de lÕiris, des glaucomes ainsi que des ulcŽrations 

pŽriphŽriques cornŽennes [53][54][55]!"

"

"

"
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1.2.3.2! Diagnostic  

La microscopie confocale in vivo est une mŽthode de diagnostic de la kŽratite amibienne 

permettant dÕidentifier les images rondes ou ovales hyper-rŽflectives de 15 ˆ 30 µm de 

diam•tre des kystes amibiens, dont la double paroi est caractŽristique. 

Si cette double paroi nÕest pas toujours visible, dans ce cas il est difficile dÕaffirmer avec 

certitude quÕil sÕagit de kyste amibien. 

Il est aussi possible de visualiser un Žlargissement des fibres nerveuses, Žvocateur de 

kŽratonŽvrite radiaire [56]. 

!

FIGURE 7 : Images de microscopie confocale in vivo (400µm x 400µm) de kystes 

amibiens [3] 
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Le diagnostic cytologique se fait ˆ lÕaide de prŽl•vements cornŽens par Ç grattage È de la 

cornŽe ˆ lÕaide de lames de bistouri. 

LÕexamen direct sur lame est rŽalisŽ apr•s coloration ˆ lÕhŽmatoxyline-Žosine ou au May-

GrŸnwald-Giemsa (MGG), qui permettent de visualiser les kystes. 

!

FIGURE 8 : Image de kystes amibiens issus dÕun prŽl•vement apr•s coloration au 

MGG (X1000) 

Les prŽl•vements sont mis en culture sur gŽlose agar-agar, et apr•s un dŽlai de 48 heures 

ˆ 21 jours, des formes vŽgŽtatives apparaissent. 

Cependant, cette mŽthode demeure peu sensible : elle permet un diagnostic positif dans 

environ 50% des cas [53]. 

LÕexamen histologique utilise la coloration par lÕhŽmatoxyline-Žosine ou le MGG sur des 

biopsies cornŽennes, qui sont invasives et rŽservŽes aux cas de forte suspicion avec 

recherche dÕAcanthamibes nŽgatives sur grattage cornŽen. 

La gŽnŽtique molŽculaire consiste principalement en la rŽalisation de PCR sur les produits 

du grattage cornŽen. Elle permet lÕamplification dÕun fragment de lÕADN ribosomal 18S 

ou dÕADN mitochondrial. 
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Les amorces utilisŽes permettent une sensibilitŽ de 80% et une spŽcificitŽ de lÕordre de 

100% [57][58]! 

Il est aussi possible de rŽaliser des PCR en temps rŽel qui permettent une corrŽlation entre 

la gravitŽ de la maladie et le nombre de copies dÕARN 18S [59]! 

 

 

1.3! Traitements de la kŽratite amibienne 

1.3.1! Traitement mŽdical 

Le traitement est dŽbutŽ apr•s avoir rŽalisŽ les prŽl•vements cornŽens, et si les signes 

cliniques sont compatibles avec la pathologie. 

Le diagnostic est orientŽ par les rŽsultats de la microscopie confocale in vivo. 

Il est dŽfinitivement validŽ par la positivitŽ des examens cytologiques, molŽculaires et/ou 

en cultures, cependant on ne rŽp•te pas les prŽl•vements sÕil existe une rŽponse positive 

au traitement mis en place. 

Les trophozo•tes sont sensibles ˆ la grande majoritŽ des traitements disponibles, mais 

lÕinfection perdurant dans le temps, le parasite se transforme en kystes contre lesquels il 

nÕexiste que tr•s peu dÕagents anti-infectieux efficaces. 

Les diamidines et les biguanides sont les traitements les plus efficaces 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 molŽcules utilisŽes sont le polyhexamŽthyl•ne biguanide 

(PHMB) et la chlorhexidine. Ces deux molŽcules poss•dent la meilleure activitŽ kysticide 

sur la plupart des souches ŽtudiŽes in vitro [61]! 

1.3.1.2! Les Diamidines 

Les deux molŽcules utilisŽes de cette famille sont lÕisŽthionate de propamidine 

(Brol•ne" ) et lÕhexamidine (DŽsomŽdine" ). 

Des isolats cliniques rŽsistants ont ŽtŽ dŽcrits [62]. CÕest pourquoi les diamidines ne sont 

pas utilisŽes en monothŽrapie. 

Dans des Žtudes in vitro, il a ŽtŽ montrŽ que lÕhexamidine a un effet amoebicide plus 

rapide que le propamidine contre les formes kystiques et trophozo•tes [63]. 

 

1.3.2! Traitements chirurgicaux 

1.3.2.1! La photokŽratectomie thŽrapeutique 

La photokŽratectomie thŽrapeutique a ŽtŽ utilisŽe pour des kŽratites amibiennes de stade 

1 et 2 en association avec biguanides et diamidines [64]. 

La mŽthode consiste ˆ rŽgulariser la surface cornŽenne au laser afin de rŽcupŽrer la 

transparence de la cornŽe. 
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1.3.2.2! La greffe de cornŽe lamellaire 

La greffe de cornŽe lamellaire a ŽtŽ utilisŽ chez 11 patients avec un seul cas de rŽcidive 

[65]. 

Cette technique a pour avantage de ne pas ouvrir la chambre antŽrieure afin de limiter la 

pŽnŽtration intraoculaire des Acanthamibes. 

 

1.3.2.3! La kŽratoplastie transfixiante thŽrapeutique 

La kŽratoplastie transfixiante consiste ˆ remplacer un disque cornŽen central de pleine 

Žpaisseur.  

Cette technique est rŽservŽe aux cas de perforation cornŽenne ou dÕabc•s de cornŽe 

fulminants. 

 

1.3.2.4! Le cross-linking 

Le cross-linking est une nouvelle mŽthode thŽrapeutique, qui consiste ˆ dŽposer un agent 

photosensible (ici la Riboflavine) sur la cornŽe puis ˆ exposer ce produit ˆ des rayons 

dÕultraviolets longs (UVA). Ce procŽdŽ aboutit ˆ une rigidification du collag•ne par 

crŽation de ponts chimiques entre les fibrilles de collag•ne. 

Le collag•ne deviendrait plus rŽsistant aux enzymes dÕAcanthamÏba [66]. 

!

!
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1.4!Le voriconazole 

!

RŽcemment, plusieurs Žtudes se sont intŽressŽes ˆ lÕutilisation des triazolŽs dans la 

prise en charge mŽdicamenteuse des kŽratites amibiennes [67]. 

 

Plusieurs cas rŽfractaires ont ŽtŽ traitŽs de fa•on empirique avec succ•s par 

lÕadjonction de triazolŽs associŽs aux biguanides et aux diamidines. 

!

1.4.1! Structure chimique 

!

Le voriconazole (Vfend" ) du laboratoire Pfizer est un antifongique azolŽ avec une 

structure triazolŽ. 

!

!

FIGURE 9 : Formule chimique du voriconazole dÕapr•s Ç Pharmacologie 

fondamentale et clinique È 

!

!

!
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1.4.2! Pharmacodynamie 

Le mode dÕaction du voriconazole est lÕinhibition de la synth•se dÕergostŽrol ˆ ses 

diffŽrentes Žtapes. 

LÕergostŽrol est le principal composant de la membrane cellulaire fongique mais aussi 

dÕAcanthamÏba, il permet la rŽgulation de la fluiditŽ, lÕasymŽtrie et lÕintŽgritŽ de la 

membrane [68]. 

1.4.3! PharmacocinŽtique 

La biodisponibilitŽ du voriconazole par voie orale est dÕenviron 96%, elle est diminuŽe 

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

Le volume de distribution est dÕenviron 4,6 L/kg, ce qui sugg•re une distribution 

importante dans les tissus. 

Le voriconazole est mŽtabolisŽ au niveau hŽpatique par les isoenzymes 2C19, 2C9 et 3A4 

du cytochrome P450. 

La pharmacocinŽtique du voriconazole nÕest pas linŽaire, ce qui explique de fortes 

variabilitŽs interindividuelles. De plus il existe un important polymorphisme gŽnŽtique. 

Le voriconazole est ŽliminŽ par mŽtabolisation hŽpatique et moins de 2% est ŽliminŽ sous 

forme inchangŽe dans les urines.  

Sa demi-vie dÕŽlimination est dose dŽpendante et de lÕordre de 6 heures pour une dose 

orale de 200mg [69]. 
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1.4.4! Contre-indications 

! ! HypersensibilitŽ ˆ la substance active 

! ! Substrat du cytochrome P450 3A4 : Peut entrainer une augmentation de leurs 

concentrations plasmatiques et un allongement de lÕintervalle QTc et de rares 

Žpisodes de torsades de pointes pour les molŽcules ci-dessous : 

! ! TerfŽnafine 

! ! AstŽmizole 

! ! Cisapride 

! ! Pimozide 

! ! Quinidine 

! ! Des mŽdicaments susceptibles de diminuer les concentrations plasmatiques de 

voriconazole : 

! ! Rifampicine 

! ! CarbamazŽpine 

! ! PhŽnobarbital 

! ! Efavirenz ˆ doses ŽlevŽes 

! ! Ritonavir ˆ doses ŽlevŽes 

! ! Les dŽrives de lÕergot de seigle 

! ! Le Sirolimus 

! ! Le Millepertuis 

[69]. 
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1.4.5! Effets indŽsirables 

Les antifongiques azolŽs sont peu toxiques. Leur principal effet indŽsirable est un trouble 

gastro-intestinal mineur qui peut comprendre : 

! ! NausŽes ; 

! ! Vomissements ; 

! ! DiarrhŽes. 

Il est Žgalement possible, dans de rares cas, de rencontrer des anomalies des enzymes 

hŽpatiques avec tr•s rarement des hŽpatites [69]. 

 

1.5! ProblŽmatique et objectifs 

La kŽratite ˆ AcanthamÏba est reconnue comme Žtant une infection oculaire grave 

pouvant aboutir ˆ une cŽcitŽ dŽfinitive.  

Cette pathologie comprend une grande variŽtŽ de sympt™mes, dÕŽvolution progressive et 

dÕintensitŽ variable, ce qui rend son diagnostic rarement ŽvoquŽ en premi•re intention. 

Cependant le traitement de la kŽratite amibienne est dŽpendant de la prŽcocitŽ du 

diagnostic, le parasite Žvoluant de formes trophozo•taires ˆ des formes kystiques. 

Il nÕexiste actuellement pas de recommandations consensuelles pour le traitement. 

Toutefois, de rŽcentes Žtudes tendent ˆ montrer lÕefficacitŽ du voriconazole. 



! &#!

Les objectifs de cette Žtude sont de comparer lÕactivitŽ du voriconazole sur des isolats de 

rŽfŽrence dÕAcanthamÏba polyphaga, dÕAcanthamÏba castellanii et dÕAcanthamÏba 

lenticulata qui sont les souches les plus frŽquemment responsables de kŽratite amibienne. 

LÕactivitŽ du voriconazole sera ŽvaluŽe sur la forme trophozo•te afin dÕobtenir la valeur 

dÕune dose minimale efficace permettant une transposition ˆ un Žventuel mod•le in vivo. 
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2.!MatŽriels et mŽthodes 

 

2.1!Souches de rŽfŽrence  

 

2.1.1! AcanthamÏba polyphaga 

 

Les souches dÕAcanthamÏba polyphaga utilisŽes sont des souches de rŽfŽrence 

(ATCC¨ 50495ª), isolŽes dÕune cornŽe humaine. 

 

2.1.2! AcanthamÏba castellanii 

 

Les souches dÕAcanthamÏba castellanii utilisŽes sont des souches de rŽfŽrence 

(ATCC¨ 30234ª), isolŽes dÕune culture fongique. 
 

2.1.3! AcanthamÏba lenticulata 

 

Les souches dÕAcanthamÏba lenticulata utilisŽes sont des souches de rŽfŽrence 

(ATCC¨ 50690ª), isolŽes dÕune cornŽe humaine. 

 

 

2.2!Culture des souches 

 

Les souches ont ŽtŽ mises en culture dans le milieu PYG (Peptone Yeast Glucose) 

qui comporte tous les nutriments nŽcessaires au dŽveloppement des amibes. 
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Afin dÕŽviter toute contamination microbiologique exog•ne, et apr•s avoir stŽrilisŽ 

les prŽparations ˆ lÕaide dÕun autoclave (cycle de 121¡C pendant 15 minutes), deux 

antibiotiques ont ŽtŽ ajoutŽs : 

¥! PŽnicilline 

¥! Gentamycine 

 

TABLEAU 2 : Composition chimique du milieu PYG 

 

 

Le milieu PYG a ŽtŽ prŽparŽ en suivant les concentrations prŽsentŽes ci-dessus. 

 

Le milieu a ensuite ŽtŽ conservŽ en chambre froide ˆ +4¡C jusquÕˆ utilisation. 
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A partir dÕune suspension de kystes des diffŽrentes cultures, les parasites ont ŽtŽ 

culotŽs apr•s centrifugation ˆ 800g pendant 10 minutes ˆ 20¡C. Apr•s Žlimination du 

surnageant, le culot a ŽtŽ suspendu dans 1mL de milieu PYG, puis vortexŽ avant 

dÕ•tre transfŽrŽ dans un flacon de culture contenant 14mL de milieu PYG. 

 

Les flacons ont ensuite ŽtŽ incubŽs ˆ 30¡C et quotidiennement vŽrifiŽs au microscope 

inversŽ. 

LÕentretien des cultures a ŽtŽ effectuŽ toutes les 48h. 

D•s lors que les parasites form•rent un tapis parasitaire, un repiquage fut rŽalisŽ.  

 

Une fois une concentration visuellement suffisante obtenue, le tapis parasitaire a ŽtŽ 

dŽtachŽ du flacon par incubation sur la glace pendant 15 minutes. 

La suspension a ensuite ŽtŽ centrifugŽe ˆ 800g pendant 10 minutes ˆ +20¡C et le culot 

a ŽtŽ re-suspendu dans 10mL de PYG. 

 

Un volume de 10µL de cette suspension a ensuite ŽtŽ dŽposŽ dans une cellule de 

KOVA pour dŽnombrement.  

Le comptage a ŽtŽ rŽalisŽ en double sur lÕintŽgralitŽ de la lame ˆ lÕaide dÕun 

microscope optique objectif X20. 

 

Apr•s comptage, une dilution a ŽtŽ Žtablie afin dÕobtenir une solution m•re ˆ 104 et 

106 amibes/mL pour A. polyphaga et A. lenticulata et 103 et 105 pour A. castellanii. 
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2.3!PrŽparation du voriconazole 

 

La spŽcialitŽ utilisŽe est le Vfend"  en poudre ˆ reconstituer pour perfusion du 

laboratoire Pfizer. 

 

Le Vfend"  a ŽtŽ reconstituŽ avec 19mL dÕeau pour prŽparation injectable, ce qui 

donne une solution m•re de voriconazole ˆ 10mg/mL. 

 

Puis, une solution fille ˆ 80mg/L a ŽtŽ prŽparŽe en mŽlangeant : 

¥! 160µL de solution m•re 

¥! 19,84mL de PYG 

 

Cette solution fille subira des dilutions en cascade afin dÕobtenir un panel de 

concentrations. 

De plus, les concentrations ont ŽtŽ initialement doublŽes afin dÕanticiper la dilution 

au !  engendrŽe par la mise en contact du parasite et du voriconazole. 
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TABLEAU 3 : Tableau de prŽparation des concentrations de voriconazole 

Concentration 

en mg/L 

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

Volume ˆ 

prŽlever en 

microlitres  

/ 1500 750 1200 1500 1500 600 1500 600 

Volume de 

PYG en 

microlitres 

/ 1500 2250 1800 1500 1500 2400 1500 2400 

 

 

2.4!Mise en contact des AcanthamÏba avec le voriconazole 

 

Six plaques ont ŽtŽ prŽparŽes, dont trois pour chacune des deux concentrations de 

parasites utilisŽes. Les deux sŽries de 3 plaques comportaient : 

¥! Une plaque 24 heures apr•s mise en contact 

¥! Une plaque 48 heures apr•s mise en contact 

¥! Une plaque 72 heures apr•s mise en contact 

 

Les concentrations finales dÕamibes sont 103 et 105 amibes/mL pour A. polyphaga et 

A. lenticulata et 102 et 104 pour A. castellanii. 
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TABLEAU 4 : SchŽmatisation de la plaque en fonction des concentrations en 

voriconazole 

  1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A  EA

U 

EAU

  

EAU

  

EA

U  

EA

U  

EAU  EAU  EAU

  

EAU

  

EA

U  

    

B  EA

U 

40/1 40/2 20/1 20/2 5/1 5/2 2/1 2/2  EA

U 

    

C  EA

U 
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Ainsi 100µL des solutions m•res ˆ 104 et 106 amibes/mL (pour A. polyphaga et A. 

lenticulata) et 103 et 105 (pour A. castellanii) ont ŽtŽ dŽposŽes dans les diffŽrents 

puits ˆ lÕaide dÕune pipette multi-canaux. 

 

Puis, 100µL des solutions aux diffŽrentes concentrations ont ŽtŽ dŽposŽes dans les 

puits en question. Chaque concentration est dŽposŽe en duplicat. 

 

Les plaques ont ensuite ŽtŽ placŽes dans une Žtuve ˆ 37¡C et 5% de CO2. 
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2.5!Lecture et dŽnombrement au microscope 

 

Apr•s avoir respectŽ les temps dÕincubation, une lecture a ŽtŽ rŽalisŽe ˆ 24, 48 et 72 

heures. 

200µL de bleu de Trypan ont ŽtŽ ajoutŽs dans chaque puits. 

 

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

apr•s prŽl•vement de 10µL des diffŽrents puits. 

 

Le dŽnombrement a ŽtŽ rŽalisŽ en duplicat sur lÕintŽgralitŽ de la lame, soit 81 carrŽs. 

Le nombre dÕamibes comptŽ X sur les 81 carrŽs subit cette opŽration : 

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

 

Le nombre dÕamibes comptŽ X est ramenŽ ˆ un nombre comptŽ sur 32 carrŽs, puis 

multipliŽ par un coefficient de 1000 pour ramener lÕunitŽ en amibes/mL.  

Et enfin, ce nombre a ŽtŽ multipliŽ par 4 afin de corriger la double dilution engendrŽe 

par la mise en contact des parasites et du voriconazole puis par le bleu de Trypan. 
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2.6!Test dÕinhibition de multiplication 

 

Les rŽsultats obtenus lors du dŽnombrement ˆ diffŽrentes concentrations sont 

exprimŽs en pourcentage dÕinhibition de multiplication (PIM), calculŽs selon la 

formule suivante : 

 

PIM = 
!"#$%&'( ) *#+$&,'(*-,'.&,'/0.10%&,'1%*+12&,

!"#$%&'( ) *#+$&,'(*-,'.&,'/0.10%&,'12#"+-
'3'455 

 

Un tŽmoin sans traitement a ŽtŽ rŽalisŽ avec un dŽnombrement ˆ 24, 48 et 72 heures. 

 

 

2.7!Analyses statistiques 

 

Le test de Student a ŽtŽ utilisŽ pour les diffŽrentes comparaisons de valeur rŽalisŽes 

au cours de cette Žtude. 

 

Les comparaisons ont ŽtŽ jugŽes significatives lorsque la p-valeur Žtait strictement 

infŽrieure ˆ 0,05. 
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3.!RESULTATS 

 

3.1!AcanthamÏba castellanii 

Apr•s la mise en contact des parasites avec le voriconazole, des dŽnombrements ont 

ŽtŽ rŽalisŽs ˆ 24, 48 et 72 heures. 

 

Apr•s 24 heures dÕincubation, les rŽsultats obtenus ne sont pas assez significatifs.  

En effet, le nombre dÕamibes nÕest significativement pas diffŽrent (p>0,05) entre les 

diffŽrentes concentrations. 

 

 

Apr•s 48 heures dÕincubation, les rŽsultats obtenus ne sont pas assez significatifs. 

En effet, le nombre dÕamibes nÕest significativement pas diffŽrent (p>0,05) entre les 

diffŽrentes concentrations. 

 

 

Apr•s 72 heures dÕincubation, les rŽsultats obtenus sont exploitables. 

Les rŽsultats utilisŽs correspondent ˆ lÕinoculum de 104 amibes/mL qui offrent une 

meilleure p-valeur. 

 

Le nombre dÕamibes est donc significativement diffŽrent (p<0,05) entre diffŽrentes 

concentrations. 
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Les valeurs obtenues sont prŽsentŽes sous la forme dÕun diagramme en b‰ton ci-

dessous. 

 

FIGURE 10 : ReprŽsentation graphique du nombre dÕamibes/mL dÕA. castellanii 

ˆ 104/mL en fonction de la concentration en voriconazole ˆ 72 heures 

 

 

DÕapr•s la figure ci-dessus, il est dŽmontrŽ que le nombre dÕamibes/mL est 

significativement diffŽrent (p<0,05) pour les concentrations allant de 0,05mg/L ˆ 

40mg/L ˆ celui obtenu sans voriconazole correspondant au tŽmoin.  

 

Cependant, pour une concentration de 0,01 mg/L, le nombre dÕamibes/mL nÕest 

significativement pas diffŽrent (p>0,05) ˆ celui obtenu sans voriconazole. 

 

Enfin, pour des valeurs allant de 0,05mg/L ˆ 5mg/L, il nÕexiste pas de diffŽrence 

significative du nombre dÕamibes/mL (p>0,05). 
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A lÕaide du logiciel AAT BIOQUEST, la CI50 du voriconazole a ŽtŽ calculŽe pour A. 

castellanii.  

 

FIGURE 11 : ReprŽsentation graphique de la CI50 du voriconazole pour A. 

castellanii 

 

 

La CI50 calculŽe est de 0,016mg/L, ce qui est cohŽrent avec lÕanalyse statistique 

rŽalisŽe. 

En effet cette valeur est comprise dans lÕintervalle montrant une diffŽrence 

significative avec le tŽmoin. 
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3.2!AcanthamÏba polyphaga 

 

Apr•s la mise en contact des parasites avec le voriconazole, des dŽnombrements ont 

ŽtŽ rŽalisŽs ˆ 24, 48 et 72 heures. 

 

 

Apr•s 24 heures dÕincubation, les rŽsultats obtenus ne sont pas assez significatifs.  

En effet, le nombre dÕamibes nÕest significativement pas diffŽrent (p>0,05) entre les 

diffŽrentes concentrations. 

 

 

Apr•s 48 heures dÕincubation, les rŽsultats obtenus ne sont pas assez significatifs. 

En effet, le nombre dÕamibes nÕest significativement pas diffŽrent (p>0,05) entre les 

diffŽrentes concentrations. 

 

 

Apr•s 72 heures dÕincubation, les rŽsultats obtenus sont exploitables. 

Les rŽsultats utilisŽs correspondent ˆ lÕinoculum de 103 amibes/mL qui offrent une 

meilleure p-valeur. 
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FIGURE 12 : ReprŽsentation graphique du nombre dÕamibes/mL dÕA. polyphaga 

ˆ 103/mL en fonction de la concentration en voriconazole ˆ 72 heures. 

 

 

DÕapr•s la figure ci-dessus, il est dŽmontrŽ que le nombre dÕamibes/mL est 

significativement diffŽrent (p<0,05) pour les concentrations allant de 0,5mg/L ˆ 

40mg/L ˆ celui obtenu sans voriconazole correspondant au tŽmoin. 

 

De plus, pour une concentration de 0,1 mg/L, la p-valeur est proche de 0,05. 

 

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

dÕamibes/mL nÕest significativement pas diffŽrent (p>0,05) ˆ celui obtenu sans 

voriconazole. 
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A lÕaide du logiciel AAT BIOQUEST, la CI50 du voriconazole a ŽtŽ calculŽe pour A. 

polyphaga.  

 

 

FIGURE 13 : ReprŽsentation graphique de la CI50 du voriconazole pour A. 

polyphaga 

 

La CI50 calculŽe est de 0,089mg/L, ce qui est cohŽrent avec lÕanalyse statistique 

rŽalisŽe. 

En effet cette valeur est comprise dans lÕintervalle montrant une diffŽrence 

significative avec le tŽmoin. 
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3.3!AcanthamÏba lenticulata 

Apr•s la mise en contact des parasites avec le voriconazole, des dŽnombrements ont 

ŽtŽ rŽalisŽs ˆ 24, 48 et 72 heures. 

 

 

Apr•s 24 heures dÕincubation, les rŽsultats ne sont pas assez significatifs.  

En effet, le nombre dÕamibes nÕest significativement pas diffŽrent (p>0,05) entre les 

diffŽrentes concentrations. 

 

 

Apr•s 48 heures dÕincubation, les rŽsultats obtenus ne sont pas assez significatifs. 

En effet, le nombre dÕamibes nÕest significativement pas diffŽrent (p<0,05) entre les 

diffŽrentes concentrations. 

 

 

Apr•s 72 heures dÕincubation, les rŽsultats obtenus sont exploitables. 

Les rŽsultats utilisŽs correspondent ˆ lÕinoculum de 103 amibes/mL qui offrent une 

meilleure p-valeur. 
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FIGURE 14 : ReprŽsentation graphique du nombre dÕamibes/mL dÕA. lenticulata 

ˆ 103/mL en fonction de la concentration en voriconazole ˆ 72 heures. 

 

 

DÕapr•s la figure ci-dessus, il est dŽmontrŽ que le nombre dÕamibes/mL est 

significativement diffŽrent (p<0,05) pour les concentrations allant de 0,05mg/L ˆ 

40mg/L ˆ celui obtenu sans voriconazole correspondant au tŽmoin. 

 

Cependant, pour une concentration de 0,01 mg/L, le nombre dÕamibes/mL nÕest 

significativement pas diffŽrent (p>0,05) ˆ celui obtenu sans voriconazole. 
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A lÕaide du logiciel AAT BIOQUEST, la CI50 du voriconazole a ŽtŽ calculŽe pour A. 

lenticulata.  

 

 

FIGURE 15 : ReprŽsentation graphique de la CI50 du voriconazole pour A. 

lenticulata 

 

La CI50 calculŽe est de 0,020mg/L, ce qui est cohŽrent avec lÕanalyse statistique 

rŽalisŽe. 

En effet cette valeur est comprise dans lÕintervalle montrant une diffŽrence 

significative avec le tŽmoin. 
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3.4!Comparaison des diffŽrentes CI50 

 

DÕapr•s les valeurs obtenues, il est dŽmontrŽ quÕil nÕexiste pas de diffŽrence 

significative entre les CI50 dÕA. castellanii et A. lenticulata (p>0,05). 

 

De plus, il existe une diffŽrence significative entre les CI50 dÕA. polyphaga et A. 

castellanii ainsi quÕentre A. polyphaga et A. lenticulata (p<0,05). 

 

 

3.5!Test dÕinhibition de multiplication 

 

 

FIGURE 16 : ReprŽsentation graphique du pourcentage de multiplication des 

diffŽrentes esp•ces dÕAcanthamÏba en fonction de la concentration en 

voriconazole 
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DÕapr•s le graphique ci-dessus, on peut voir quÕA. lenticulata semble plus sensible 

au voriconazole que les deux autres esp•ces. 

 

De plus, A. polyphaga semble •tre plus rŽsistant au voriconazole que les deux autres 

esp•ces. 

 

Ces interprŽtations sont cohŽrentes avec les CI50 calculŽes et lÕanalyse statistique 

menŽe ci-dessus. 

 

Il est intŽressant de noter quÕau-delˆ dÕune concentration de 0,1mg/L de 

voriconazole, la sensibilitŽ dÕA. polyphaga et A. castellanii semble proche. 
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4.!Discussions 

 

Les trois souches ATCC"  utilisŽes durant cette Žtude correspondent aux souches les 

plus dŽcrites dans la littŽrature dans le cadre de la kŽratite amibienne [70]. 

Les triazolŽs ont ŽtŽ utilisŽs de fa•on empirique avec succ•s dans les kŽratites amibiennes, 

sur 3 yeux rŽsistants aux traitements conventionnels, traitŽs par voriconazole ˆ 1% en 

topique en plus des biguanides et diamidines [71]. 

Dans cette Žtude, les cas Žtaient tous porteurs de lentilles. Parmi eux, deux yeux ont ŽtŽ 

traitŽs par topique ˆ 1% de voriconazole toutes les deux heures avec succ•s. 

Le dernier Ïil a finalement nŽcessitŽ un traitement par kŽratoplastie avec succ•s. 

 

Des rŽsultats similaires ont ŽtŽ publiŽs apr•s lÕutilisation de voriconazole per os ˆ 200mg 

[72]. 

La posologie utilisŽe Žtait de 200mg deux fois par jour pendant 6 semaines, puis par 

courtes pŽriodes ou en continu selon les cas. 

LÕŽradication de lÕinfection a ŽtŽ obtenue apr•s 7 ˆ 11 mois. 

 

Une autre Žtude, avec un mod•le in vitro, a montrŽ que le voriconazole Žtait tout 

autant efficace sur diffŽrentes esp•ces dÕAcanthamÏba que la chlorhexidine [73], qui 

constitue un des piliers du traitement actuel des kŽratites amibiennes ˆ AcanthamÏba.  
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Les souches utilisŽes ont ŽtŽ isolŽes sur des patients du PŽrou ainsi quÕune souche de 

rŽfŽrence dÕA. castellanii [73]. 

Apr•s analyse colorimŽtrique de lÕactivitŽ des molŽcules, les concentrations efficaces 

du voriconazole se sont avŽrŽes plus faibles que pour la chlorhexidine. 

 

De nombreuses Žtudes ont ŽtŽ publiŽes sur lÕefficacitŽ du voriconazole sur A. 

polyphaga, ceci pouvant sÕexpliquer par lÕincidence ŽlevŽe reprŽsentŽe par A. 

polyphaga dans le cadre des kŽratites amibiennes. 

Il Žtait donc intŽressant de se pencher sur dÕautres esp•ces responsables de cette 

infection, comme A. castellanii et A. lenticulata. 

 

 

LÕactivitŽ du voriconazole a ŽtŽ testŽe sur la forme trophozo•te qui reprŽsente la 

forme vŽgŽtative, dominante en cas de conditions favorables.  

La forme trophozo•te a ŽtŽ choisie car elle sÕav•re •tre plus sensible que la forme 

kystique. Aucune activitŽ kysticide nÕa ŽtŽ rapportŽe apr•s lÕutilisation de doses 

allant jusquÕˆ 10mg/L de voriconazole sur des isolats cliniques [74]. 

 

En effet la forme kystique dans un mod•le in vivo nŽcessite des doses plus ŽlevŽes 

qui entrainent une augmentation de la frŽquence des effets indŽsirables et de la 

toxicitŽ. 

Sur des souches de rŽfŽrence, lÕactivitŽ kysticide a ŽtŽ obtenue pour des 

concentrations proches de 15mg/L alors que les concentrations Žtaient plus ŽlevŽes 

sur des isolats cliniques [75][76]. 
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Il est donc logique de sÕintŽresser dans un premier temps ˆ la forme trophozo•te afin 

dÕenvisager par la suite une transposition ˆ un mod•le ex vivo puis in vivo. 

 

 

Le retard au diagnostic de la kŽratite amibienne et donc la forme kystique reste 

aujourdÕhui une vraie problŽmatique quant ˆ la thŽrapeutique ˆ mettre en place du 

fait de la rŽsistance comparativement aux pistes encourageantes liŽes ˆ la forme 

trophozo•te. 

LÕŽtude [67] montre que lÕutilisation du voriconazole ˆ une dose infŽrieure ou Žgale 

ˆ la CI50 entraine un enkystement et donc une augmentation de la rŽsistance. Plus la 

concentration augmente, moins ce phŽnom•ne dÕenkystement a lieu. 

LÕutilisation dÕune dose adaptŽe et spŽcifique semble donc primordiale afin de ne pas 

crŽer de rŽsistance. 

 

Il est intŽressant de se demander si un protocole thŽrapeutique visant ˆ reproduire un 

milieu favorable ˆ la forme trophozo•te serait pertinent dans le but dÕaugmenter le 

rapport forme trophozo•te/forme kyste et donc dÕaugmenter la sensibilitŽ du parasite 

au voriconazole. 

 

 

Afin de rŽaliser les analyses statistiques, les valeurs obtenues ˆ 72h post-traitement 

ont ŽtŽ retenues. Il nÕy avait pas de diffŽrence significative entre les diffŽrentes 

concentrations de voriconazole utilisŽes et le tŽmoin ˆ 24 et 48 heures (p>0,05). 
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Cette latence dÕeffet est cohŽrente avec la littŽrature qui mesure gŽnŽralement 

lÕefficacitŽ au bout de 72-96h post-traitement [67] [72]. 

 

Pour le mod•le in vivo, il y a aussi une latence dÕefficacitŽ mais qui est plus 

importante (plusieurs semaines). Cette diffŽrence peut sÕexpliquer par la 

biodisponibilitŽ du mŽdicament qui est variable ainsi que lÕintervention de facteurs 

externes liŽs au mod•le in vivo. 

 

De plus, lÕinoculum utilisŽ est de 103 amibes/mL pour A. lenticulata et A. polyphaga 

et de 104 amibes/mL pour A. castellanii. Ces concentrations ont ŽtŽ retenues car elles 

offraient les rŽsultats les plus significatifs, une meilleure visibilitŽ pour le 

dŽnombrement et par consŽquent une meilleure reproductibilitŽ.  

 

 

Au vu de cette Žtude, le voriconazole poss•de une activitŽ amÏbicide. En effet, il 

existe une diffŽrence significative entre les valeurs obtenues avec et sans 

voriconazole (p<0,05). 

Ce constat sÕapplique aux 3 esp•ces ŽtudiŽes :  

-! A. castellanii 

-! A. lenticulata 

-! A. polyphaga 

 

Cependant les sensibilitŽs ne sont pas les m•mes pour les 3 esp•ces. 

Les CI50 calculŽes montrent une sensibilitŽ proche pour A. lenticulata (0,020mg/L) 
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et A. castellanii (0,016mg/L) (p value>0,05), ce qui, ˆ notre connaissance nÕavait pas 

ŽtŽ prouvŽe. 

A. polyphaga semble plus rŽsistant au voriconazole (CI50 = 0,089mg/L) que A. 

castellanii, ce qui est cohŽrent avec la littŽrature [67]. 

De plus, gr‰ce ˆ cette Žtude, il peut •tre conclu que A. polyphaga est plus rŽsistant 

au voriconazole que A. lenticulata (p<0,05). 

 

Il serait donc intŽressant de prouver cette m•me diffŽrence de sensibilitŽ sur un 

mod•le in vivo. En effet, ce constat pose la question dÕune rŽponse variable au 

traitement thŽrapeutique par le voriconazole en fonction de lÕesp•ce responsable de 

lÕinfection. 

LÕidŽe dÕun diagnostic incluant la caractŽrisation de lÕesp•ce prendrait alors tout son 

sens afin dÕadapter les posologies de voriconazole. 

 

DÕapr•s les rŽsultats obtenus apr•s calcul du pourcentage dÕinhibition de 

multiplication (FIGURE 16), il semble quÕau-delˆ dÕune certaine concentration en 

voriconazole la sensibilitŽ dÕA. polyphaga se rapproche de celle de A. castellanii, ce 

qui donne du poids ˆ lÕidŽe dÕune adaptation posologique du voriconazole en fonction 

de lÕesp•ce. 

 

Au-delˆ du diagnostic dÕesp•ce, il ne peut •tre exclu une diffŽrence de sensibilitŽ 

intra-esp•ce qui pourrait •tre expliquŽe par le gŽnotype de la souche. 
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La complexitŽ du traitement de la kŽratite amibienne, expliquŽe par la problŽmatique du 

retard au diagnostic, de la rŽsistance du parasite et de la tolŽrance aux traitements utilisŽs, 

justifie lÕimportance de la prŽvention. 

Du fait que 85% des cas de kŽratite amibienne apparaissent chez les porteurs de lentilles 

[36], il est primordial que la prŽvention sÕaxe sur les r•gles de bon usage des lentilles de 

contact et plus particuli•rement des solutions de nettoyage (cf ANNEXE 1). 

 

De nombreuses Žtudes montrent la faible efficacitŽ des solutions de nettoyage [77][78] 

[79], en particulier les solutions type multi-usages qui sÕav•rent pratiques ˆ lÕutilisation 

mais avec une faible couverture des germes impliquŽs dans les infections oculaires liŽes 

au port de lentilles de contact. 

 

DÕun point de vue rŽglementaire, lÕANSM (Agence Nationale de SŽcuritŽ du 

MŽdicament) standardise lÕŽtude de lÕaction des antiseptiques et dŽsinfectants. 

Ces normes dŽcrivent les mŽthodes in vitro Žvaluant la concentration minimale entrainant 

la rŽduction dÕune population microbienne initiale. Elles sÕappliquent aux bactŽries : 

Pseudomonas aeruginosa, Serratia merescens, Streptococcus aureus, ainsi quÕaux 

champignons : Candida albicans et Fusarium solani. 

La norme ISO 14729 appliquŽe lors de la mise sur le marchŽ dÕun produit dÕentretien 

pour lentilles de contact nÕimpose aucun essai anti-viral ou anti-parasitaire [80].  
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CONCLUSION  

Les Acanthamibes sont des pathog•nes dŽcouverts depuis plusieurs dŽcennies, 

cependant leur diagnostic et leur prise en charge restent complexes pour les 

professionnels de santŽ.  

La kŽratite amibienne constitue un enjeu de santŽ publique, en effet, elle peut •tre 

responsable de graves sŽquelles oculaires. 

Son incidence est corrŽlŽe ˆ lÕaugmentation croissante du port des lentilles de contact 

et un mauvais respect des r•gles dÕhygi•ne et dÕentretien. 

Cette augmentation de lÕincidence a entrainŽ lÕŽlaboration de nouvelles techniques 

de diagnostic et la dŽcouverte de nouvelles pistes thŽrapeutiques. 

 

CÕest dans ce contexte que sÕinscrit notre travail, qui a pour but de comparer lÕactivitŽ 

du voriconazole sur 3 des esp•ces les plus responsables de kŽratite amibienne. 

Cette Žtude a permis de montrer que A. polyphaga est plus rŽsistant au voriconazole 

que A. castellanii et A. lenticulata ; Ces deux derni•res esp•ces poss•dent une 

sensibilitŽ tr•s proche au voriconazole. 

Le fait que ces 3 esp•ces nÕaient pas la m•me sensibilitŽ sur un mod•le in vitro pose 

la question de lÕintŽr•t de la dŽtermination dÕesp•ce lors du diagnostic de la 

pathologie, afin dÕadapter les posologies du traitement. 

 

Ce travail ouvre la porte ˆ une transposition sur un mod•le ex vivo et in vivo. 

 

LÕessor de nouvelles solutions thŽrapeutiques doit sÕaccompagner du renforcement 

des messages de prŽvention liŽs au port des lentilles et ˆ leurs bons usages, ainsi quÕˆ 
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lÕŽtablissement de nouvelles exigences rŽglementaires concernant les solutions 

dÕentretien. Il est nŽcessaire que leur composition Žvolue, pour couvrir un plus grand 

nombre de germes responsables dÕinfections oculaires, dont les amibes libres. 
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LISTE DES ABRƒVIATIONS  

 

¡C : degrŽ Celsius 

µm : Microm•tre 

ANSM : Agence Nationale de SŽcuritŽ du MŽdicament 

ADN : Acide DŽsoxyribonuclŽique 

ARN : Acide RibonuclŽique 

CI50 : Concentration inhibitrice 50 

kg : Kilogramme 

mg : Milligramme 

MGG : May GrŸnwald Giemsa 

MIP-133 : Mannose-induced Protease 133 

MMP : MetalloprotŽinase Matricielle 

ORL : Oto-Rhino-Laryngologie 

PCR : Polymerase chain reaction 

PHMB : Polyhexamethyl•ne Biguanide 

PIM : Pourcentage dÕInhibition de Multiplication 

PYG : Peptone Yeast Glucose 

UVA : Ultraviolet A 
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ANNEXES 

 

ANNEXE 1 : Bonnes pratiques dÕusage des lentilles 

R•gles dÕhygi•ne : 

-! Lavez, rincez et sŽchez vos mains (avec un essuie-main jetable) avant de poser 

ou de retirer vos lentilles 

-! Ne jamais utiliser lÕeau du robinet pour rincer les lentilles, prŽfŽrer les solutions 

de rin•age ou les dosettes de sŽrum physiologique 

-! Remplir et changer quotidiennement le bo”tier de lentilles avec une nouvelle 

dose de dŽcontaminant 

-! Le soir, apr•s utilisation, il faut nettoyer les lentilles, les rincer et les 

dŽcontaminer. 

-! Renouveler les Žtuis neufs rŽguli•rement 

R•gles de prudence : 

-! Jeter immŽdiatement toute lentille abimŽe  

-! Ne jamais dormir avec des lentilles de port quotidien sous risque de 

complications oculaires graves 

-! Respecter la frŽquence de renouvellement des lentilles indiquŽes sur 

lÕordonnance 

-! Proscrire le port des lentilles en cas de baignade en piscine ou sports nautiques 

-! Consulter tous les ans votre ophtalmologue pour un contr™le  
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La kŽratite amibienne est une pathologie rare et sous-diagnostiquŽe. La rŽcente croissance 
dÕutilisation des lentilles de contact entraine une augmentation de son incidence, par manque de 
prŽvention et de produits dÕentretien efficaces. 
Bien que rare, la kŽratite amibienne nÕen reste pas moins une pathologie grave et nŽcessite un 
diagnostic prŽcoce. Un retard de prise en charge entra”ne des lŽsions cornŽennes importantes et 
irrŽversibles allant jusquÕˆ la cŽcitŽ. Le traitement de cette pathologie nÕest ˆ ce jour pas 
clairement dŽfini du fait de lÕŽmergence de nouvelles molŽcules utilisŽes dans cette indication. 
Notre travail sÕest donc orientŽ sur lÕŽtude de lÕactivitŽ du voriconazole sur des isolats de 
rŽfŽrence dÕamibes libres (genre : AcanthamÏba). Le but de cette Žtude Žtant de comparer son 
efficacitŽ sur 3 esp•ces ayant une forte incidence (A. castellanii, A. lenticulata, A. polyphaga), ce 
qui nÕavait jamais ŽtŽ rŽalisŽ ˆ notre connaissance. 
Apr•s avoir rŽalisŽ une mise en contact dÕun inoculum calibrŽ du parasite ˆ diffŽrentes 
concentrations de voriconazole, des dŽnombrements ont ŽtŽ rŽalisŽs ˆ plusieurs intervalles de 
temps, ce qui a permis de dŽterminer les CI50 de chaque esp•ce. 
Le voriconazole est efficace sur les 3 esp•ces testŽes. 
A. polyphaga est plus rŽsistant au voriconazole que A. castellanii et A. lenticulata. Ces deux 
derni•res esp•ces ont une sensibilitŽ quasiment similaire au voriconazole. 
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