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Introduction et Généralités 

 

La kératite amibienne est une pathologie méconnue mais elle possède un pronostic grave.  

Cette pathologie est relativement récente, le premier cas ayant été décrit en 1974 [1]. 

Elle représente une cause rare d’infection cornéenne, cependant son incidence est 

croissante depuis 1980, ce qui coïncide avec l’avènement des lentilles de contact, connues 

pour être le principal facteur de risque dans les pays développés. 

Cette infection est causée par des amibes libres du genre Acanthamœba.  

La croissance du port de lentilles de contact et de leur capacité à être hôte pour des 

pathogènes microbiens, ont abouti à un intérêt exponentiel pour ce parasite au cours 

des dernières années. 

La prise en charge de la kératite nécessite un diagnostic précoce et un traitement adapté, 

du fait des potentielles lourdes séquelles visuelles. 

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

spécifiques [2].  

De plus, la thérapeutique actuelle ne permet pas de répondre pleinement aux besoins, 

c’est pourquoi de nombreuses classes thérapeutiques font l’objet d’essais 

pharmacologiques et plus particulièrement les triazolés, dont le voriconazole. 

Il est donc nécessaire d’avoir une connaissance de la biologie des Acanthamibes, de 

l’épidémiologie et la physiopathologie de cette pathologie afin de comprendre les 

stratégies diagnostiques et thérapeutiques. 
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C’est dans ce contexte que s’inscrit la démarche d’une détermination de l’activité du 

voriconazole sur différentes souches d’Acanthamibes in vitro. 

Cette étude s’intéressera dans un premier temps aux Acanthamibes, puis à la kératite 

qu’elle entraîne, en établissant un bilan des thérapeutiques actuelles.  

Enfin, l’étude abordera la détermination de l’activité pharmacologique du voriconazole 

sur différentes souches d’Acanthamibes impliquées dans la kératite amibienne. 
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1.!Revue générale de la littérature concernant les 

kératites amibiennes à Acanthamœba 

!

1.1! Acanthamœba spp. 

1.1.1! Premières observations 

!

Les Acanthamœba sont des parasites, protozoaires, saprophytes, très répandus dans 

l’environnement. Ils sont responsables de plusieurs pathologies dermatologiques, 

ophtalmologiques et plus rarement neurologiques [3].  

 

Les amibes font partie des premiers eucaryotes étudiés depuis la découverte de la 

microscopie. D’après l’analyse des séquences d’ARN ribosomales, il a été estimé que 

les amibes divergent de la « branche » principale des eucaryotes il y a environ 1 

milliard d’années [4].  

 

Plus précisément, les Acanthamibes ont été initialement découverts dans les années 

1930 comme « contaminants » de cultures de levures : Cryptococcus pararoseus. 

Par la suite, le genre Acanthamœba a été identifié dans les années 1960 et 1970 

comme parasite de l’Homme et responsable d’infections cutanées, oro-pharyngées, 

et dans de rares cas, d’encéphalites granulomateuses et de kératites [4].  

 

 

 

!
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1.1.2! Phylogénie et classification 

!

S’il est relativement facile de distinguer le genre Acanthamœba des autres amibes 

libres, l’identification des autres espèces au sein du genre reste souvent difficile. 

Il n’existe actuellement que deux classifications pour distinguer les espèces 

Acanthamœba : une basée sur des critères morphologiques des kystes, l’autre basée 

sur des critères de génétique moléculaire. 

 

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

TABLEAU 1 : Classification taxonomique d’Acanthamœba [5] 

Règne Protista 

Embranchement Protozoa 

Phylum Sarcomastigophora 

Sous-phylum Sarcodina 

Super-classe Rhizopodea 

Classe Lobosia 

Sous-classe Gymnamoebia 

Ordre Amoebida 

Famille Acanthamoebidae 

Genre Acanthamoeba 

 
Protista : Être vivant unicellulaire, eucaryotes peut être soit animal (protozoaire) ou 

végétal (protophyte). Les protistes peuvent être des parasites, ectoparasite dans les 

organismes aquatiques, endoparasite à l’intérieur des cavités du corps ou même 

endocellulaire. 
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Protozoa : Organismes unicellulaires microscopiques et généralement cosmopolites, 

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

grâce à des cils, flagelles ou à l’aide de pseudopodes. 

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

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

essentiellement asexuée. 

Sarcodina : Protozoaires possédant des pseudopodes et rarement des flagelles, 

parfois libres 

Rhizopodea : Organismes unicellulaires possédant des pseudopodes permettant la 

locomotion et la préhension. 

Lobosia : Rhizopodes possédant des lobopodes 

Gymnamoebia : Amibes nus 

Amoebida : Organismes mononucléés et de formes indéterminées 

Acanthamoebida : Famille d’eucaryote unicellulaire 

 

Une première classification des espèces du genre Acanthamœba a été proposée en 1977 

[6], sur des critères morphologiques basés sur la taille et la forme des kystes amibiens : 

•! Groupe I : Acanthamibes de grande taille avec un diamètre supérieur à 18µm 

•! Groupe II : Espèces présentant une surface très irrégulière polygonale, 

triangulaire ou ovalaire et de diamètre inférieur à 18µm 

•! Groupe III : Petites Acanthamibes rondes de diamètre inférieur à 18µm 
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Les plus présentes des espèces en pathologies humaines sont : A. castelanii et A. 

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

groupe III. 

Cependant la morphologie des kystes est extrêmement dépendante des conditions de 

culture, ainsi cette classification présente des limites. 

Avec l’avènement de la biologie moléculaire, une nouvelle classification est née en 

1999.  

Cette classification est fondée sur l’étude par hybridation de séquences du gène 

codant pour la sous-unité 18s de l’ARN ribosomal [0]. 

Elle permet de distinguer 20 groupes nommés de T1 à T20 [8]. 

Les génotypes T2, T3, T4, T5, T6, T10, T11 et T15 sont responsables de kératites 

amibiennes. 

De plus, il a ainsi été établi que le génotype T4 est présent dans plus de 90% des cas des 

kératites à Acanthamœba. Ce génotype est également le plus répandu dans la nature [9]. 

 

!

1.1.3! Structure cellulaire 

Le préfixe « Acanth-» d’Acanthapodes (« acanthos » signifiant « pic » en Grec ancien) 

désigne les structures en épine situées à la surface des Acanthamibes, ce qui leur permet 

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

permettant une osmo-régulation par éjection d’eau en dehors de l’organisme. 
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Le suffixe « -amoeba » d’Acanthamibe (« amoibe » signifiant « changeant » en Grec 

ancien), renvoie au mouvement amiboïde de ces organismes unicellulaires. 

Dans le cytoplasme, il existe d’autres types d’organites dont des lysosomes, des 

vacuoles digestives et de nombreuses vacuoles glycogéniques [10]. 

!

1.1.4! Membrane plasmique 

!

La membrane plasmique est composée de protéines (33%), phospholipides (25%), 

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

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

phosphatidyléthanolamine (33%), phosphatidylsérine (10%), phosphoinositide (6%) et 

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

Les acides gras membranaires les plus représentés sont l’acide oléique (50%) ainsi que 

des acides polyinsaturés à plus longues chaînes (30%) [13]. 

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

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

Quant aux stérols, la fraction insaponifiable de la totalité des lipides extraits des 

trophozoïtes d’Acanthamibes contient de l’ergostérol et du 7-dehydrostigmastérol [12].  

Les trophozoïtes d’Acanthamibes possèdent de nombreuses mitochondries (FIGURE 

1). 
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FIGURE 1 : Structure d’un trophozoïte d’Acanthamœba par microscopie 

électronique [3] 

 

1.1.5! Cytosquelette  

Les Acanthamibes ont fait l’objet de nombreuses études concernant leur motilité 

cytosquelettique. 

En effet, elles sont capables de se déplacer rapidement comparativement à d’autres 

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

Leur déplacement implique la formation de pseudopodes hyalins, il s’apparente à un 

mouvement d’un substrat solide sur une interface eau-air. 
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La force d’adhésion ainsi développée est supérieure à la gravité, ce qui permet aux 

Acanthamibes de profiter d’un transport passif (sans détachement de l’interface eau) [15]. 

 

1.1.6! Génomes mitochondrial et nucléaire 

La taille du génome mitochondrial de A. castellanii du génotype T4 est de 41 591 paires 

de bases [16].  

Les Acanthamibes possèdent généralement un noyau unique représentant environ un 

sixième de la taille du trophozoïte, cependant il a été observé des trophozoïtes multi 

nucléés.  

La taille du génome nucléaire d’A. castellanii est de 1,212.108 paires de bases [17].  

L’analyse génomique d’A. castellanii sur les séquences codantes correspond à 200 gènes 

avec une moyenne de 3 exons par gène. A titre comparatif E. histolytica possède 1,3 

exons par gène [18].  

 

1.1.7! Cycle de vie et morphologie 

Le cycle de vie des Acanthamibes comporte deux stades : 

Le stade trophozoïte correspondant à l’état végétatif (diamètre : 15-50µm) et le stade de 

kyste correspondant à l’état « dormant » (diamètre 15-30µm). 
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FIGURE 2 : Cycle de vie d’Acanthamœba spp. selon les conditions de vie [K] 

 

1.1.7.1! Trophozoïtes 

Les trophozoïtes 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 mononuclées et le plus souvent nucléolées. Leur cytoplasme 

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

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

Ils se divisent de façon asexuée, avec un temps génération variant de 8 à 24 heures en 

fonction de l’espèce. Il s’agit d’une fission binaire, c’est à dire qu’une cellule-mère donne 

deux cellules-filles. 
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Lorsque les conditions deviennent plus rudes, le trophozoïte devient inactif 

métaboliquement puis se transforme en kyste à double paroi après avoir expulsé les 

nutriments hors de la cellule. Ce phénomène se nomme « enkystement ». 

 

 

1.1.7.2! Kystes 

La paroi externe des kystes est composée de protéines et de polysaccharides alors que la 

paroi interne est composée de cellulose [20]. 

Le kyste ne possède pas de forme typique, en effet il peut être sphérique, ovalaire, en 

étoile [21].  

La double paroi permet une grande résistance à l’environnement, aux fortes variations de 

températures et de pH, à la dessiccation, ainsi qu’aux anti-amibiens [22]. 
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FIGURE 3 : Cycle de vie parasitaire d’Acanthamœba spp. d’après Centers for 

Disease Control and Prevention 

 

1.1.8! Distribution dans l’environnement 

Acanthamoeba spp. ont été isolés dans divers milieux naturels comme l’eau de mer, les 

sédiments océaniques, les lacs d’eau salée, à l’interface eau-air, sur les plages, les sols 

ainsi que dans l’air [23].  

Ils ont été retrouvés dans des bouteilles d’eau minérale, d’eau distillée, dans les rejets 

d’eau de refroidissement de centrales électriques et nucléaires, dans des jacuzzis, des 
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conduits de ventilation, des humidificateurs, des unités de climatisation, des pommeaux 

de douche, des pulvérisateurs de cuisine, sur des légumes, sur des lentilles de contact ainsi 

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

Mais aussi dans des hôpitaux, des piscines, des unités de dialyses, dans des prélèvements 

ORL humains, dans des selles humaines, dans l’urine et dans le liquide céphalo-rachidien 

[23]. 

C’est pourquoi il est aisé d’affirmer qu’Acanthamœba est un parasite ubiquitaire dans 

l’environnement, qui peut être rencontré dans de nombreuses activités de la vie. 

En effet, en Nouvelle-Zélande, 100% de la population saine possède des anticorps anti-

Acanthamœba [24].  

! !
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1.2! Kératite amibienne 

Chez l’homme, la kératite amibienne est la pathologie majoritaire causée par 

Acanthamœba spp. 

C’est une infection oculaire rare, mais de mauvais pronostic, qui peut causer des 

lésions oculaires irréversibles [21].  

 . 

1.2.1! Physiopathologie 

La kératite amibienne à Acanthamœba évolue en 3 phases : adhésion épithéliale, invasion 

stromale et kératonévrite [25]. 

 

FIGURE 4 : Schéma des différentes étapes pathogéniques de la kératite amibienne 

[25].  
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1.2.1.1! Adhésion épithéliale 

La première étape est l’adhésion épithéliale. Pendant cette phase, les trophozoïtes 

adhèrent à l’épithélium cornéen grâce aux glycoprotéines qui interagissent avec les 

glycolipides épithéliaux. Les modalités de cette adhésion conditionnent fortement la 

pathogénicité d’Acanthamœba ; la présence de mannose libre ou de Corynobacterium 

xerosis, une bactérie commensale, entraine une augmentation de la libération des 

protéases lors la phase d’invasion stromale [26].  

 

1.2.1.2! Invasion stromale 

Puis vient la seconde phase qui est l’invasion stromale : les trophozoïtes sécrètent de 

nombreuses protéases dont la MIP133 à l’origine de la destruction de la barrière 

épithéliale ainsi que de la lyse du collagène après passage de la membrane de Bowman. 

Les trophozoïtes sécrètent la collagénase MMP ainsi que l’activateur du plasminogène. 

Enfin, les trophozoïtes convergent autour des nerfs cornéens et sont responsables de 

kératonévrites radiaires à l’origine de douleurs importantes [25]. 
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FIGURE 5 : Représentation clinique de la kératite amibienne [25] 

Il a été montré qu’Acanthamœba n’entraine que très rarement des endophtalmies, qui se 

caractérisent par une hyperhémie conjonctivale et une inflammation intraoculaire dans la 

chambre antérieure et le vitré [27].  

Les trophozoïtes sont capables de pénétrer dans la chambre antérieure de l’œil mais ils 

sont directement pris en charge par l’immunité innée médiée par les macrophages et les 

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

le tissu cornéen, où ils sont responsables d’une inflammation persistante dans la cornée 

et la sclère. 

 

1.2.2! Épidémiologie 

Il existe une grande disparité géographique de la prévalence des kératites amibiennes : 

0,15/million d’habitants aux États-Unis à 1,4/million d’habitants au Royaume-Uni [29].!

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

−! Prévalence de l’utilisation des lentilles de contact  

−! L’efficacité amœbicide des systèmes d’entretien des lentilles de contact 

−! Contamination de l’eau domestique et des piscines  

−! Techniques de diagnostic utilisées 

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

Ainsi, en Inde où le port de lentilles de contact est rare, les kératites amibiennes ne 

représentent que 1% des cas de kératites infectieuses! [31]!alors que dans les pays où 

l’utilisation est répandue, elle représente 4 à 8% des kératites infectieuses [32].!

!

!

!
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1.2.2.1! Non porteurs de lentilles de contact 

Les kératites amibiennes sont souvent négligées chez les non porteurs de lentilles de 

contact et sont donc diagnostiquées tardivement. Elles sont souvent associées à un 

traumatisme (accidentel ou chirurgical après kératoplastie transfixiante ou kératotomie 

radiaire) [33] et à l’exposition à l’eau ou à une contamination tellurique généralement 

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

!

1.2.2.2! Porteurs de lentilles de contact 

Dans les pays à forte prévalence d’utilisation des lentilles de contact, 85 à 88% des cas 

de kératites amibiennes surviennent dans cette population.  

Cependant les kératites amibiennes représentent moins de 5% des kératites infectieuses 

liées au port de lentilles de contact et elles sont généralement unilatérales [36][37]! 

Il a été observé une augmentation de l’incidence des kératites amibiennes en été et au 

début de l’automne, ce qui peut s’expliquer par la présence accrue d’Acanthamœba dans 

l’environnement en lien avec un climat plus chaud et une augmentation des activités 

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

!

1.2.2.3! Types de lentilles de contact 

Les lentilles souples sont responsables d’un risque plus élevé de kératites amibiennes 

que les lentilles rigides [40], ce qui est probablement lié à l’hygiène et au nettoyage 
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quotidien. Il a été montré que plusieurs solutions de nettoyage des lentilles ne sont 

ni efficaces sur les trophozoïtes ni sur les kystes d’Acanthamœba castellanii [42]. 

La mauvaise hygiène des lentilles est davantage liée au développement de kératites 

amibiennes plutôt qu’aux kératites bactériennes [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 posé rapidement afin de débuter au plus tôt un 

traitement médical. Si le début du traitement est retardé de 3 semaines ou plus, le 

pronostic s’assombrit [47][48]. 

La kératite amibienne doit être suspectée en cas de traumatisme cornéen associé à une 

exposition tellurique ou à de l’eau contaminée ainsi que chez les porteurs de lentilles de 

contact. 

Au début de la contamination, l’évolution est lente et les symptômes ne sont pas typiques 

et s’apparentent à ceux de kératites virales, fongiques ou bactériennes. 

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

microbienne [48]. 

Le diagnostic doit aussi être évoqué lors de l’échec d’un traitement antibactérien ou 

antiviral. 
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Il n’existe pas de tableau clinique précis, les symptômes étant variables avec 

généralement douleur, larmoiement, photophobie, le plus souvent unilatéraux. 

Il n’existe pas de corrélation entre l’importance des signes cliniques et l’intensité de la 

douleur, et il est tout à fait possible qu’aucune douleur ne soit ressentie [49][50]! 

 

FIGURE 6 : Représentations cliniques des divers stades de la kératite amibienne [3] 

 

Au cours du premier mois d’évolution, la kératite amibienne est caractérisée par une 

atteinte de l’épithélium cornéen appelée épithéliopathie (Figure 6 (a)), avec une kératite 

ponctuée superficielle, des pseudodendrites, des infiltrats épithéliaux ou sous-épithéliaux 

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

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

 

!     !       !  

    (a) Représentation d’une épithéliopathie                (b) Représentation d’une kératonévrite      (c) Représentation d’un Anneau immunitaire

                                       !                                !

                               (d) Représentation d’une atteinte stromale antérieure                (e) Représentation d’une atteinte stromale profonde
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L’infiltrat périnerveux est retrouvé dans plus de 63% des cas diagnostiqués dans les 6 

semaines [51]. 

Les kératites amibiennes ont donc été classées en 5 stades de gravité [52] : 

−! Stade 1 : Epithélite (Figure 6 (a)) 

−! Stade 2 : Epithélite avec kératonévrite (Figure 6 (b)) 

−! Stade 3 : Atteinte stromale antérieure (Figure 6 (d)) 

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

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

 

Passé le premier mois, la kératite amibienne se manifeste par des infiltrats en anneau, des 

ulcérations et une inflammation de la chambre antérieure avec parfois un hypopion. 

La sensibilité cornéenne est généralement réduite. 

Ainsi, une évolution vers des formes sévères de la maladie est plus fréquente chez les 

patients pour lesquels le diagnostic a été tardif. 

Les complications extracornéennes des kératites amibiennes comprennent des cataractes 

(20% des cas), des atrophies de l’iris, des glaucomes ainsi que des ulcérations 

périphériques cornéennes [53][54][55]!"

"

"

"
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1.2.3.2! Diagnostic  

La microscopie confocale in vivo est une méthode de diagnostic de la kératite amibienne 

permettant d’identifier les images rondes ou ovales hyper-réflectives de 15 à 30 µm de 

diamètre des kystes amibiens, dont la double paroi est caractéristique. 

Si cette double paroi n’est pas toujours visible, dans ce cas il est difficile d’affirmer avec 

certitude qu’il s’agit de kyste amibien. 

Il est aussi possible de visualiser un élargissement des fibres nerveuses, évocateur de 

kératonévrite 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 à l’aide de prélèvements cornéens par « grattage » de la 

cornée à l’aide de lames de bistouri. 

L’examen direct sur lame est réalisé après coloration à l’hématoxyline-éosine ou au May-

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

!

FIGURE 8 : Image de kystes amibiens issus d’un prélèvement après coloration au 

MGG (X1000) 

Les prélèvements sont mis en culture sur gélose agar-agar, et après un délai de 48 heures 

à 21 jours, des formes végétatives apparaissent. 

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

environ 50% des cas [53]. 

L’examen histologique utilise la coloration par l’hématoxyline-éosine ou le MGG sur des 

biopsies cornéennes, qui sont invasives et réservées aux cas de forte suspicion avec 

recherche d’Acanthamibes négatives sur grattage cornéen. 

La génétique moléculaire consiste principalement en la réalisation de PCR sur les produits 

du grattage cornéen. Elle permet l’amplification d’un fragment de l’ADN ribosomal 18S 

ou d’ADN mitochondrial. 
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Les amorces utilisées permettent une sensibilité de 80% et une spécificité de l’ordre de 

100% [57][58]! 

Il est aussi possible de réaliser des PCR en temps réel qui permettent une corrélation entre 

la gravité de la maladie et le nombre de copies d’ARN 18S [59]! 

 

 

1.3! Traitements de la kératite amibienne 

1.3.1! Traitement médical 

Le traitement est débuté après avoir réalisé les prélèvements cornéens, et si les signes 

cliniques sont compatibles avec la pathologie. 

Le diagnostic est orienté par les résultats de la microscopie confocale in vivo. 

Il est définitivement validé par la positivité des examens cytologiques, moléculaires et/ou 

en cultures, cependant on ne répète pas les prélèvements s’il existe une réponse positive 

au traitement mis en place. 

Les trophozoïtes sont sensibles à la grande majorité des traitements disponibles, mais 

l’infection perdurant dans le temps, le parasite se transforme en kystes contre lesquels il 

n’existe que très peu d’agents 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 molécules utilisées sont le polyhexaméthylène biguanide 

(PHMB) et la chlorhexidine. Ces deux molécules possèdent la meilleure activité kysticide 

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

1.3.1.2! Les Diamidines 

Les deux molécules utilisées de cette famille sont l’iséthionate de propamidine 

(Brolène) et l’hexamidine (Désomédine). 

Des isolats cliniques résistants ont été décrits [62]. C’est pourquoi les diamidines ne sont 

pas utilisées en monothérapie. 

Dans des études in vitro, il a été montré que l’hexamidine a un effet amoebicide plus 

rapide que le propamidine contre les formes kystiques et trophozoïtes [63]. 

 

1.3.2! Traitements chirurgicaux 

1.3.2.1! La photokératectomie thérapeutique 

La photokératectomie thérapeutique a été utilisée pour des kératites amibiennes de stade 

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

La méthode consiste à régulariser la surface cornéenne au laser afin de récupérer la 

transparence de la cornée. 

 



! %0!

1.3.2.2! La greffe de cornée lamellaire 

La greffe de cornée lamellaire a été utilisé chez 11 patients avec un seul cas de récidive 

[65]. 

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

pénétration intraoculaire des Acanthamibes. 

 

1.3.2.3! La kératoplastie transfixiante thérapeutique 

La kératoplastie transfixiante consiste à remplacer un disque cornéen central de pleine 

épaisseur.  

Cette technique est réservée aux cas de perforation cornéenne ou d’abcès de cornée 

fulminants. 

 

1.3.2.4! Le cross-linking 

Le cross-linking est une nouvelle méthode thérapeutique, qui consiste à déposer un agent 

photosensible (ici la Riboflavine) sur la cornée puis à exposer ce produit à des rayons 

d’ultraviolets longs (UVA). Ce procédé aboutit à une rigidification du collagène par 

création de ponts chimiques entre les fibrilles de collagène. 

Le collagène deviendrait plus résistant aux enzymes d’Acanthamœba [66]. 

!

!
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1.4!Le voriconazole 

!

Récemment, plusieurs études se sont intéressées à l’utilisation des triazolés dans la 

prise en charge médicamenteuse des kératites amibiennes [67]. 

 

Plusieurs cas réfractaires ont été traités de façon empirique avec succès par 

l’adjonction de triazolés associés aux biguanides et aux diamidines. 

!

1.4.1! Structure chimique 

!

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

structure triazolé. 

!

!

FIGURE 9 : Formule chimique du voriconazole d’après « Pharmacologie 

fondamentale et clinique » 

!

!

!
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1.4.2! Pharmacodynamie 

Le mode d’action du voriconazole est l’inhibition de la synthèse d’ergostérol à ses 

différentes étapes. 

L’ergostérol est le principal composant de la membrane cellulaire fongique mais aussi 

d’Acanthamœba, il permet la régulation de la fluidité, l’asymétrie et l’intégrité de la 

membrane [68]. 

1.4.3! Pharmacocinétique 

La biodisponibilité du voriconazole par voie orale est d’environ 96%, elle est diminuée 

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

Le volume de distribution est d’environ 4,6 L/kg, ce qui suggère une distribution 

importante dans les tissus. 

Le voriconazole est métabolisé au niveau hépatique par les isoenzymes 2C19, 2C9 et 3A4 

du cytochrome P450. 

La pharmacocinétique du voriconazole n’est pas linéaire, ce qui explique de fortes 

variabilités interindividuelles. De plus il existe un important polymorphisme génétique. 

Le voriconazole est éliminé par métabolisation hépatique et moins de 2% est éliminé sous 

forme inchangée dans les urines.  

Sa demi-vie d’élimination est dose dépendante et de l’ordre de 6 heures pour une dose 

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

−! Hypersensibilité à la substance active 

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

concentrations plasmatiques et un allongement de l’intervalle QTc et de rares 

épisodes de torsades de pointes pour les molécules ci-dessous : 

−! Terfénafine 

−! Astémizole 

−! Cisapride 

−! Pimozide 

−! Quinidine 

−! Des médicaments susceptibles de diminuer les concentrations plasmatiques de 

voriconazole : 

−! Rifampicine 

−! Carbamazépine 

−! Phénobarbital 

−! Efavirenz à doses élevées 

−! Ritonavir à doses élevées 

−! Les dérives de l’ergot de seigle 

−! Le Sirolimus 

−! Le Millepertuis 

[69]. 
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1.4.5! Effets indésirables 

Les antifongiques azolés sont peu toxiques. Leur principal effet indésirable est un trouble 

gastro-intestinal mineur qui peut comprendre : 

−! Nausées ; 

−! Vomissements ; 

−! Diarrhées. 

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

hépatiques avec très rarement des hépatites [69]. 

 

1.5! Problématique et objectifs 

La kératite à Acanthamœba est reconnue comme étant une infection oculaire grave 

pouvant aboutir à une cécité définitive.  

Cette pathologie comprend une grande variété de symptômes, d’évolution progressive et 

d’intensité variable, ce qui rend son diagnostic rarement évoqué en première intention. 

Cependant le traitement de la kératite amibienne est dépendant de la précocité du 

diagnostic, le parasite évoluant de formes trophozoïtaires à des formes kystiques. 

Il n’existe actuellement pas de recommandations consensuelles pour le traitement. 

Toutefois, de récentes études tendent à montrer l’efficacité du voriconazole. 
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Les objectifs de cette étude sont de comparer l’activité du voriconazole sur des isolats de 

référence d’Acanthamœba polyphaga, d’Acanthamœba castellanii et d’Acanthamœba 

lenticulata qui sont les souches les plus fréquemment responsables de kératite amibienne. 

L’activité du voriconazole sera évaluée sur la forme trophozoïte afin d’obtenir la valeur 

d’une dose minimale efficace permettant une transposition à un éventuel modèle in vivo. 
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2.!Matériels et méthodes 

 

2.1!Souches de référence  

 

2.1.1! Acanthamœba polyphaga 

 

Les souches d’Acanthamœba polyphaga utilisées sont des souches de référence 

(ATCC® 50495™), isolées d’une cornée humaine. 

 

2.1.2! Acanthamœba castellanii 

 

Les souches d’Acanthamœba castellanii utilisées sont des souches de référence 

(ATCC® 30234™), isolées d’une culture fongique. 

 

2.1.3! Acanthamœba lenticulata 

 

Les souches d’Acanthamœba lenticulata utilisées sont des souches de référence 

(ATCC® 50690™), isolées d’une cornée humaine. 

 

 

2.2!Culture des souches 

 

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

qui comporte tous les nutriments nécessaires au développement des amibes. 
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Afin d’éviter toute contamination microbiologique exogène, et après avoir stérilisé 

les préparations à l’aide d’un autoclave (cycle de 121°C pendant 15 minutes), deux 

antibiotiques ont été ajoutés : 

•! Pénicilline 

•! Gentamycine 

 

TABLEAU 2 : Composition chimique du milieu PYG 

 

 

Le milieu PYG a été préparé en suivant les concentrations présentées ci-dessus. 

 

Le milieu a ensuite été conservé en chambre froide à +4°C jusqu’à utilisation. 
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A partir d’une suspension de kystes des différentes cultures, les parasites ont été 

culotés après centrifugation à 800g pendant 10 minutes à 20°C. Après élimination du 

surnageant, le culot a été suspendu dans 1mL de milieu PYG, puis vortexé avant 

d’être transféré dans un flacon de culture contenant 14mL de milieu PYG. 

 

Les flacons ont ensuite été incubés à 30°C et quotidiennement vérifiés au microscope 

inversé. 

L’entretien des cultures a été effectué toutes les 48h. 

Dès lors que les parasites formèrent un tapis parasitaire, un repiquage fut réalisé.  

 

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

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

La suspension a ensuite été centrifugée à 800g pendant 10 minutes à +20°C et le culot 

a été re-suspendu dans 10mL de PYG. 

 

Un volume de 10µL de cette suspension a ensuite été déposé dans une cellule de 

KOVA pour dénombrement.  

Le comptage a été réalisé en double sur l’intégralité de la lame à l’aide d’un 

microscope optique objectif X20. 

 

Après comptage, une dilution a été établie afin d’obtenir une solution mère à 104 et 

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

 

La spécialité utilisée est le Vfend en poudre à reconstituer pour perfusion du 

laboratoire Pfizer. 

 

Le Vfend a été reconstitué avec 19mL d’eau pour préparation injectable, ce qui 

donne une solution mère de voriconazole à 10mg/mL. 

 

Puis, une solution fille à 80mg/L a été préparée en mélangeant : 

•! 160µL de solution mère 

•! 19,84mL de PYG 

 

Cette solution fille subira des dilutions en cascade afin d’obtenir un panel de 

concentrations. 

De plus, les concentrations ont été initialement doublées afin d’anticiper la dilution 

au ½ engendrée par la mise en contact du parasite et du voriconazole. 
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TABLEAU 3 : Tableau de préparation des concentrations de voriconazole 

Concentration 

en mg/L 

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

Volume à 

prélever 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 Acanthamœba avec le voriconazole 

 

Six plaques ont été préparées, dont trois pour chacune des deux concentrations de 

parasites utilisées. Les deux séries de 3 plaques comportaient : 

•! Une plaque 24 heures après mise en contact 

•! Une plaque 48 heures après mise en contact 

•! Une plaque 72 heures après mise en contact 

 

Les concentrations finales d’amibes 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 : Schématisation 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 

1/1 1/2 0,5/

1 

0,5/

2 

0,1/1 0,1/2 0,05/

1 

0,05/

2 

 EA

U 

    

D  EA

U 

0,01/

1 

0,01/

2 

0/1 0/2 PYG/

1 

PYG/

2 

 EA

U 

EAU

  

EA

U 

    

E  EA

U 

EAU

  

EAU

  

EA

U  

EA

U  

EAU  EAU   EA

U 

        

F                         

G                         

H                         

 

Ainsi 100µL des solutions mères à 104 et 106 amibes/mL (pour A. polyphaga et A. 

lenticulata) et 103 et 105 (pour A. castellanii) ont été déposées dans les différents 

puits à l’aide d’une pipette multi-canaux. 

 

Puis, 100µL des solutions aux différentes concentrations ont été déposées dans les 

puits en question. Chaque concentration est déposée en duplicat. 

 

Les plaques ont ensuite été placées dans une étuve à 37°C et 5% de CO2. 
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2.5!Lecture et dénombrement au microscope 

 

Après avoir respecté les temps d’incubation, une lecture a été réalisée à 24, 48 et 72 

heures. 

200µL de bleu de Trypan ont été ajoutés dans chaque puits. 

 

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

après prélèvement de 10µL des différents puits. 

 

Le dénombrement a été réalisé en duplicat sur l’intégralité de la lame, soit 81 carrés. 

Le nombre d’amibes compté X sur les 81 carrés subit cette opération : 

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

 

Le nombre d’amibes compté X est ramené à un nombre compté sur 32 carrés, puis 

multiplié par un coefficient de 1000 pour ramener l’unité en amibes/mL.  

Et enfin, ce nombre a été multiplié par 4 afin de corriger la double dilution engendrée 

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

 

Les résultats obtenus lors du dénombrement à différentes concentrations sont 

exprimés en pourcentage d’inhibition de multiplication (PIM), calculés selon la 

formule suivante : 

 

PIM = 
!"#$%&'(

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

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

 

Un témoin sans traitement a été réalisé avec un dénombrement à 24, 48 et 72 heures. 

 

 

2.7!Analyses statistiques 

 

Le test de Student a été utilisé pour les différentes comparaisons de valeur réalisées 

au cours de cette étude. 

 

Les comparaisons ont été jugées significatives lorsque la p-valeur était strictement 

inférieure à 0,05. 
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3.!RESULTATS 

 

3.1!Acanthamœba castellanii 

Après la mise en contact des parasites avec le voriconazole, des dénombrements ont 

été réalisés à 24, 48 et 72 heures. 

 

Après 24 heures d’incubation, les résultats obtenus ne sont pas assez significatifs.  

En effet, le nombre d’amibes n’est significativement pas différent (p>0,05) entre les 

différentes concentrations. 

 

 

Après 48 heures d’incubation, les résultats obtenus ne sont pas assez significatifs. 

En effet, le nombre d’amibes n’est significativement pas différent (p>0,05) entre les 

différentes concentrations. 

 

 

Après 72 heures d’incubation, les résultats obtenus sont exploitables. 

Les résultats utilisés correspondent à l’inoculum de 104 amibes/mL qui offrent une 

meilleure p-valeur. 

 

Le nombre d’amibes est donc significativement différent (p<0,05) entre différentes 

concentrations. 
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Les valeurs obtenues sont présentées sous la forme d’un diagramme en bâton ci-

dessous. 

 

FIGURE 10 : Représentation graphique du nombre d’amibes/mL d’A. castellanii 

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

 

 

D’après la figure ci-dessus, il est démontré que le nombre d’amibes/mL est 

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

40mg/L à celui obtenu sans voriconazole correspondant au témoin.  

 

Cependant, pour une concentration de 0,01 mg/L, le nombre d’amibes/mL n’est 

significativement pas différent (p>0,05) à celui obtenu sans voriconazole. 

 

Enfin, pour des valeurs allant de 0,05mg/L à 5mg/L, il n’existe pas de différence 

significative du nombre d’amibes/mL (p>0,05). 
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A l’aide du logiciel AAT BIOQUEST, la CI50 du voriconazole a été calculée pour A. 

castellanii.  

 

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

castellanii 

 

 

La CI50 calculée est de 0,016mg/L, ce qui est cohérent avec l’analyse statistique 

réalisée. 

En effet cette valeur est comprise dans l’intervalle montrant une différence 

significative avec le témoin. 
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3.2!Acanthamœba polyphaga 

 

Après la mise en contact des parasites avec le voriconazole, des dénombrements ont 

été réalisés à 24, 48 et 72 heures. 

 

 

Après 24 heures d’incubation, les résultats obtenus ne sont pas assez significatifs.  

En effet, le nombre d’amibes n’est significativement pas différent (p>0,05) entre les 

différentes concentrations. 

 

 

Après 48 heures d’incubation, les résultats obtenus ne sont pas assez significatifs. 

En effet, le nombre d’amibes n’est significativement pas différent (p>0,05) entre les 

différentes concentrations. 

 

 

Après 72 heures d’incubation, les résultats obtenus sont exploitables. 

Les résultats utilisés correspondent à l’inoculum de 103 amibes/mL qui offrent une 

meilleure p-valeur. 
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FIGURE 12 : Représentation graphique du nombre d’amibes/mL d’A. polyphaga 

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

 

 

D’après la figure ci-dessus, il est démontré que le nombre d’amibes/mL est 

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

40mg/L à celui obtenu sans voriconazole correspondant au témoin. 

 

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 à 0,05mg/L, le nombre 

d’amibes/mL n’est significativement pas différent (p>0,05) à celui obtenu sans 

voriconazole. 
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A l’aide du logiciel AAT BIOQUEST, la CI50 du voriconazole a été calculée pour A. 

polyphaga.  

 

 

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

polyphaga 

 

La CI50 calculée est de 0,089mg/L, ce qui est cohérent avec l’analyse statistique 

réalisée. 

En effet cette valeur est comprise dans l’intervalle montrant une différence 

significative avec le témoin. 
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3.3!Acanthamœba lenticulata 

Après la mise en contact des parasites avec le voriconazole, des dénombrements ont 

été réalisés à 24, 48 et 72 heures. 

 

 

Après 24 heures d’incubation, les résultats ne sont pas assez significatifs.  

En effet, le nombre d’amibes n’est significativement pas différent (p>0,05) entre les 

différentes concentrations. 

 

 

Après 48 heures d’incubation, les résultats obtenus ne sont pas assez significatifs. 

En effet, le nombre d’amibes n’est significativement pas différent (p<0,05) entre les 

différentes concentrations. 

 

 

Après 72 heures d’incubation, les résultats obtenus sont exploitables. 

Les résultats utilisés correspondent à l’inoculum de 103 amibes/mL qui offrent une 

meilleure p-valeur. 
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FIGURE 14 : Représentation graphique du nombre d’amibes/mL d’A. lenticulata 

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

 

 

D’après la figure ci-dessus, il est démontré que le nombre d’amibes/mL est 

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

40mg/L à celui obtenu sans voriconazole correspondant au témoin. 

 

Cependant, pour une concentration de 0,01 mg/L, le nombre d’amibes/mL n’est 

significativement pas différent (p>0,05) à celui obtenu sans voriconazole. 
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A l’aide du logiciel AAT BIOQUEST, la CI50 du voriconazole a été calculée pour A. 

lenticulata.  

 

 

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

lenticulata 

 

La CI50 calculée est de 0,020mg/L, ce qui est cohérent avec l’analyse statistique 

réalisée. 

En effet cette valeur est comprise dans l’intervalle montrant une différence 

significative avec le témoin. 
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3.4!Comparaison des différentes CI50 

 

D’après les valeurs obtenues, il est démontré qu’il n’existe pas de différence 

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

 

De plus, il existe une différence significative entre les CI50 d’A. polyphaga et A. 

castellanii ainsi qu’entre A. polyphaga et A. lenticulata (p<0,05). 

 

 

3.5!Test d’inhibition de multiplication 

 

 

FIGURE 16 : Représentation graphique du pourcentage de multiplication des 

différentes espèces d’Acanthamœba en fonction de la concentration en 

voriconazole 
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D’après le graphique ci-dessus, on peut voir qu’A. lenticulata semble plus sensible 

au voriconazole que les deux autres espèces. 

 

De plus, A. polyphaga semble être plus résistant au voriconazole que les deux autres 

espèces. 

 

Ces interprétations sont cohérentes avec les CI50 calculées et l’analyse statistique 

menée ci-dessus. 

 

Il est intéressant de noter qu’au-delà d’une concentration de 0,1mg/L de 

voriconazole, la sensibilité d’A. polyphaga et A. castellanii semble proche. 

 

 

 

 

  



! 0#!

4.!Discussions 

 

Les trois souches ATCC utilisées durant cette étude correspondent aux souches les 

plus décrites dans la littérature dans le cadre de la kératite amibienne [70]. 

Les triazolés ont été utilisés de façon empirique avec succès dans les kératites amibiennes, 

sur 3 yeux résistants aux traitements conventionnels, traités par voriconazole à 1% en 

topique en plus des biguanides et diamidines [71]. 

Dans cette étude, les cas étaient tous porteurs de lentilles. Parmi eux, deux yeux ont été 

traités par topique à 1% de voriconazole toutes les deux heures avec succès. 

Le dernier œil a finalement nécessité un traitement par kératoplastie avec succès. 

 

Des résultats similaires ont été publiés après l’utilisation de voriconazole per os à 200mg 

[72]. 

La posologie utilisée était de 200mg deux fois par jour pendant 6 semaines, puis par 

courtes périodes ou en continu selon les cas. 

L’éradication de l’infection a été obtenue après 7 à 11 mois. 

 

Une autre étude, avec un modèle in vitro, a montré que le voriconazole était tout 

autant efficace sur différentes espèces d’Acanthamœba que la chlorhexidine [73], qui 

constitue un des piliers du traitement actuel des kératites amibiennes à Acanthamœba.  
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Les souches utilisées ont été isolées sur des patients du Pérou ainsi qu’une souche de 

référence d’A. castellanii [73]. 

Après analyse colorimétrique de l’activité des molécules, les concentrations efficaces 

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

 

De nombreuses études ont été publiées sur l’efficacité du voriconazole sur A. 

polyphaga, ceci pouvant s’expliquer par l’incidence élevée représentée par A. 

polyphaga dans le cadre des kératites amibiennes. 

Il était donc intéressant de se pencher sur d’autres espèces responsables de cette 

infection, comme A. castellanii et A. lenticulata. 

 

 

L’activité du voriconazole a été testée sur la forme trophozoïte qui représente la 

forme végétative, dominante en cas de conditions favorables.  

La forme trophozoïte a été choisie car elle s’avère être plus sensible que la forme 

kystique. Aucune activité kysticide n’a été rapportée après l’utilisation de doses 

allant jusqu’à 10mg/L de voriconazole sur des isolats cliniques [74]. 

 

En effet la forme kystique dans un modèle in vivo nécessite des doses plus élevées 

qui entrainent une augmentation de la fréquence des effets indésirables et de la 

toxicité. 

Sur des souches de référence, l’activité kysticide a été obtenue pour des 

concentrations proches de 15mg/L alors que les concentrations étaient plus élevées 

sur des isolats cliniques [75][76]. 
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Il est donc logique de s’intéresser dans un premier temps à la forme trophozoïte afin 

d’envisager par la suite une transposition à un modèle ex vivo puis in vivo. 

 

 

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

aujourd’hui une vraie problématique quant à la thérapeutique à mettre en place du 

fait de la résistance comparativement aux pistes encourageantes liées à la forme 

trophozoïte. 

L’étude [67] montre que l’utilisation du voriconazole à une dose inférieure ou égale 

à la CI50 entraine un enkystement et donc une augmentation de la résistance. Plus la 

concentration augmente, moins ce phénomène d’enkystement a lieu. 

L’utilisation d’une dose adaptée et spécifique semble donc primordiale afin de ne pas 

créer de résistance. 

 

Il est intéressant de se demander si un protocole thérapeutique visant à reproduire un 

milieu favorable à la forme trophozoïte serait pertinent dans le but d’augmenter le 

rapport forme trophozoïte/forme kyste et donc d’augmenter la sensibilité du parasite 

au voriconazole. 

 

 

Afin de réaliser les analyses statistiques, les valeurs obtenues à 72h post-traitement 

ont été retenues. Il n’y avait pas de différence significative entre les différentes 

concentrations de voriconazole utilisées et le témoin à 24 et 48 heures (p>0,05). 
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Cette latence d’effet est cohérente avec la littérature qui mesure généralement 

l’efficacité au bout de 72-96h post-traitement [67] [72]. 

 

Pour le modèle in vivo, il y a aussi une latence d’efficacité mais qui est plus 

importante (plusieurs semaines). Cette différence peut s’expliquer par la 

biodisponibilité du médicament qui est variable ainsi que l’intervention de facteurs 

externes liés au modèle in vivo. 

 

De plus, l’inoculum utilisé est de 103 amibes/mL pour A. lenticulata et A. polyphaga 

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

offraient les résultats les plus significatifs, une meilleure visibilité pour le 

dénombrement et par conséquent une meilleure reproductibilité.  

 

 

Au vu de cette étude, le voriconazole possède une activité amœbicide. En effet, il 

existe une différence significative entre les valeurs obtenues avec et sans 

voriconazole (p<0,05). 

Ce constat s’applique aux 3 espèces étudiées :  

-! A. castellanii 

-! A. lenticulata 

-! A. polyphaga 

 

Cependant les sensibilités ne sont pas les mêmes pour les 3 espèces. 

Les CI50 calculées montrent une sensibilité proche pour A. lenticulata (0,020mg/L) 
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et A. castellanii (0,016mg/L) (p value>0,05), ce qui, à notre connaissance n’avait pas 

été prouvée. 

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

castellanii, ce qui est cohérent avec la littérature [67]. 

De plus, grâce à cette étude, il peut être conclu que A. polyphaga est plus résistant 

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

 

Il serait donc intéressant de prouver cette même différence de sensibilité sur un 

modèle in vivo. En effet, ce constat pose la question d’une réponse variable au 

traitement thérapeutique par le voriconazole en fonction de l’espèce responsable de 

l’infection. 

L’idée d’un diagnostic incluant la caractérisation de l’espèce prendrait alors tout son 

sens afin d’adapter les posologies de voriconazole. 

 

D’après les résultats obtenus après calcul du pourcentage d’inhibition de 

multiplication (FIGURE 16), il semble qu’au-delà d’une certaine concentration en 

voriconazole la sensibilité d’A. polyphaga se rapproche de celle de A. castellanii, ce 

qui donne du poids à l’idée d’une adaptation posologique du voriconazole en fonction 

de l’espèce. 

 

Au-delà du diagnostic d’espèce, il ne peut être exclu une différence de sensibilité 

intra-espèce qui pourrait être expliquée par le génotype de la souche. 
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La complexité du traitement de la kératite amibienne, expliquée par la problématique du 

retard au diagnostic, de la résistance du parasite et de la tolérance aux traitements utilisés, 

justifie l’importance de la prévention. 

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

[36], il est primordial que la prévention s’axe sur les règles de bon usage des lentilles de 

contact et plus particulièrement des solutions de nettoyage (cf ANNEXE 1). 

 

De nombreuses études montrent la faible efficacité des solutions de nettoyage [77][78] 

[79], en particulier les solutions type multi-usages qui s’avèrent pratiques à l’utilisation 

mais avec une faible couverture des germes impliqués dans les infections oculaires liées 

au port de lentilles de contact. 

 

D’un point de vue réglementaire, l’ANSM (Agence Nationale de Sécurité du 

Médicament) standardise l’étude de l’action des antiseptiques et désinfectants. 

Ces normes décrivent les méthodes in vitro évaluant la concentration minimale entrainant 

la réduction d’une population microbienne initiale. Elles s’appliquent aux bactéries : 

Pseudomonas aeruginosa, Serratia merescens, Streptococcus aureus, ainsi qu’aux 

champignons : Candida albicans et Fusarium solani. 

La norme ISO 14729 appliquée lors de la mise sur le marché d’un produit d’entretien 

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

Les Acanthamibes sont des pathogènes découverts depuis plusieurs décennies, 

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

professionnels de santé.  

La kératite amibienne constitue un enjeu de santé publique, en effet, elle peut être 

responsable de graves séquelles oculaires. 

Son incidence est corrélée à l’augmentation croissante du port des lentilles de contact 

et un mauvais respect des règles d’hygiène et d’entretien. 

Cette augmentation de l’incidence a entrainé l’élaboration de nouvelles techniques 

de diagnostic et la découverte de nouvelles pistes thérapeutiques. 

 

C’est dans ce contexte que s’inscrit notre travail, qui a pour but de comparer l’activité 

du voriconazole sur 3 des espèces les plus responsables de kératite amibienne. 

Cette étude a permis de montrer que A. polyphaga est plus résistant au voriconazole 

que A. castellanii et A. lenticulata ; Ces deux dernières espèces possèdent une 

sensibilité très proche au voriconazole. 

Le fait que ces 3 espèces n’aient pas la même sensibilité sur un modèle in vitro pose 

la question de l’intérêt de la détermination d’espèce lors du diagnostic de la 

pathologie, afin d’adapter les posologies du traitement. 

 

Ce travail ouvre la porte à une transposition sur un modèle ex vivo et in vivo. 

 

L’essor de nouvelles solutions thérapeutiques doit s’accompagner du renforcement 

des messages de prévention liés au port des lentilles et à leurs bons usages, ainsi qu’à 
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l’établissement de nouvelles exigences réglementaires concernant les solutions 

d’entretien. Il est nécessaire que leur composition évolue, pour couvrir un plus grand 

nombre de germes responsables d’infections oculaires, dont les amibes libres. 
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LISTE DES ABRÉVIATIONS 

 

°C : degré Celsius 

µm : Micromètre 

ANSM : Agence Nationale de Sécurité du Médicament 

ADN : Acide Désoxyribonucléique 

ARN : Acide Ribonucléique 

CI50 : Concentration inhibitrice 50 

kg : Kilogramme 

mg : Milligramme 

MGG : May Grünwald Giemsa 

MIP-133 : Mannose-induced Protease 133 

MMP : Metalloprotéinase Matricielle 

ORL : Oto-Rhino-Laryngologie 

PCR : Polymerase chain reaction 

PHMB : Polyhexamethylène Biguanide 

PIM : Pourcentage d’Inhibition de Multiplication 

PYG : Peptone Yeast Glucose 

UVA : Ultraviolet A 
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ANNEXES 

 

ANNEXE 1 : Bonnes pratiques d’usage des lentilles 

Règles d’hygiène : 

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

ou de retirer vos lentilles 

-! Ne jamais utiliser l’eau du robinet pour rincer les lentilles, préférer les solutions 

de rinçage ou les dosettes de sérum physiologique 

-! Remplir et changer quotidiennement le boîtier de lentilles avec une nouvelle 

dose de décontaminant 

-! Le soir, après utilisation, il faut nettoyer les lentilles, les rincer et les 

décontaminer. 

-! Renouveler les étuis neufs régulièrement 

Règles de prudence : 

-! Jeter immédiatement toute lentille abimée  

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

complications oculaires graves 

-! Respecter la fréquence de renouvellement des lentilles indiquées sur 

l’ordonnance 

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

-! Consulter tous les ans votre ophtalmologue pour un contrôle  
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La kératite amibienne est une pathologie rare et sous-diagnostiquée. La récente croissance 
d’utilisation des lentilles de contact entraine une augmentation de son incidence, par manque de 
prévention et de produits d’entretien efficaces. 
Bien que rare, la kératite amibienne n’en reste pas moins une pathologie grave et nécessite un 
diagnostic précoce. Un retard de prise en charge entraîne des lésions cornéennes importantes et 
irréversibles allant jusqu’à la cécité. Le traitement de cette pathologie n’est à ce jour pas 
clairement défini du fait de l’émergence de nouvelles molécules utilisées dans cette indication. 
Notre travail s’est donc orienté sur l’étude de l’activité du voriconazole sur des isolats de 
référence d’amibes libres (genre : Acanthamœba). Le but de cette étude étant de comparer son 
efficacité sur 3 espèces ayant une forte incidence (A. castellanii, A. lenticulata, A. polyphaga), ce 
qui n’avait jamais été réalisé à notre connaissance. 
Après avoir réalisé une mise en contact d’un inoculum calibré du parasite à différentes 
concentrations de voriconazole, des dénombrements ont été réalisés à plusieurs intervalles de 
temps, ce qui a permis de déterminer les CI50 de chaque espèce. 
Le voriconazole est efficace sur les 3 espèces testées. 
A. polyphaga est plus résistant au voriconazole que A. castellanii et A. lenticulata. Ces deux 
dernières espèces ont une sensibilité quasiment similaire au voriconazole. 
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