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Préambule

Acanthamoeba spp. est un genre d’amibe ubiquitaire et saprophyte, que 1’on retrouve fréquemment
dans I’cau. Ces amibes sont des protozoaires opportunistes responsables de kératites amibiennes
(KA) aux conséquences potentiellement graves. La premiére description d’une KA date de 1974, et
son incidence ne cesse d’augmenter face a ’amélioration du diagnostic et au port de lentilles de
contact de plus en plus fréquent dans les pays développés. Elles peuvent entrainer une perte d’acuité
visuelle et d’importantes douleurs, nécessitant parfois une énucléation en dernier recours. Il est
donc nécessaire de les diagnostiquer le plus t6t possible et de les traiter efficacement.

Les signes cliniques de la KA étant peu spécifiques et les formes kystiques de 1’amibe étant
extrémement résistantes, il s’agit d’une pathologie difficile a prendre en charge. Il n’existe aucun
traitement ayant une autorisation de mise sur le marché (AMM) dans cette indication.
Empiriquement, les molécules les plus souvent utilisées en collyres sont la chlorhexidine (CLX) ou
le polyhexaméthyléne biguanide (PHMB) associés ou non a I’hexamidine ou la propamidine.
Devant un certain nombre de problématiques comme le manque de données cliniques, le risque de
résistance au traitement et la rupture d’approvisionnement de certaines matiéres premieres, nous
proposons de faire une synthése des différents traitements possibles, en rapport avec les données
récentes de la littérature scientifique. Ensuite nous proposons une méta-analyse a partir de patients
atteints de KA et traités par PHMB et CLX. Enfin, dans une derniere partie, nous proposerons une

discussion de nos résultats et une ouverture par rapport au contexte local.



Bibliographie: le traitement de la kératite & Acanthamoeba

I.  Agent pathogene

1. Les amibes

Les amibes sont des protozoaires (eucaryotes unicellulaires) capables de se déplacer grace a leurs
pseudopodes. Il existe deux types d’amibes en fonction de leur habitat : les amibes libres et les
amibes parasites. Les amibes parasites, par opposition aux amibes libres, ont besoin d’un héte pour
vivre et se multiplier. On retrouve des amibes parasites dans le tube digestif des humains. Certains
peuvent se revéler pathogénes comme Entamoeba histolytica qui peut entrainer des amibiases
intestinales par destruction de la muqueuse intestinale. Les amibes libres sont des protozoaires
saprophytes et ubiquitaires responsables de pathologies opportunistes chez les immunodéprimés
(encephalites  amibienne  granulomateuse a Acanthamoeba) ou non  opportunistes
(méningoencéphalites a Naegleria fowleri et kératites a Acanthamoeba) (1). La Figure 1 décrit le

cycle biologique d’Acanthamoeba spp..

Kystes

’ Entrée par I'ceil avec un
risque de kératite
amibienne, y compris

chez 'immunocompétent
Les deux formes sont

capables d’infecter
I’humain  (plusieurs
voies possibles)

Trophozontes

/

Entrée par voie nasale ou par la peau
lésée avec un risque d’encéphalite

| wl

/ S\ ‘
! & A |
| N
s . s <
= bi amibienne granulomateuse chez
ission binaire I'immunodéprimé

Figure 1. Cycle biologique de Acanthamoeba spp.. D’aprés Lenglet et al.

2. Acanthamoeba spp.: description

Comportant une membrane plasmique composée de protéines, phospholipides et stérols,

Acanthamoeba posséde également une vacuole contractile qui lui permet de réguler la pression
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osmotique du cytoplasme ainsi qu’une vacuole digestive (2,3). En outre, elle posséde un noyau qui
renferme le matériel génétique et des pseudopodes qui lui permettent de se déplacer (4).
Acanthamoeba est le genre d’amibe libre le plus représenté dans notre environnement (5). Son cycle
biologique comprend un stade trophozoite et un stade kystique (1) représentés Figure 2. La forme
trophozoite, qui mesure entre 20 et 40 um, est la forme qui se nourrit d’autres microorganismes
(levures, bactéries, autres protozoaires, cellules humaines, matiere organique) et qui assure le
déplacement de I’amibe et sa multiplication par fission binaire. La forme kystique est la forme
quiescente de I’amibe, qui mesure entre 5 et 20 um. Elle constitue la forme de résistance de
I’amibe gréce a une épaisse double paroi (6), permettant de résister a des pH et des températures
extrémes, a un environnement pauvre en nutriments, mais également a de nombreux désinfectants et
anti-infectieux. L’amibe peut passer d’une forme a une autre en fonction des conditions

environnementales (1,7,8).

Figure 2: Forme trophozoite (A) et kystique (B) d'Acanthamoeba spp. dotée d’une double paroi
caractéristique. Barre d’échelle = 10 pm. Reproduit de (9).

3. Taxonomie

On retrouve les amibes dans plusieurs lignées parmi les eucaryotes. Le genre Acanthamoeba
appartient a la classe Discosea du phylum Amoebozoa (10). La Figure 3 représente la classification

simplifiée des amibes dans le domaine des eucaryotes.
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PHYLUM GENRE

Tubulinea » Vermamobea
- ; Balamuthia; Sappinia
Archamoeba » Entamoeba

Gracilipodida, Multicilia,
Protosteliida, Cavosteliida,
Prostosporangiida,
Fractovitelliida,
Schizoplasmodiida,
Myxogastria, Dictyostelia ,
Incertae sedis, Amoebozoa

-‘ Amoebozoa "

Holozoa
Nucletmycea

Eucaryotes

»  Opisthokonta >

Metamonada
" Excavata » Malawimonas
Discoba » Naegleria

Stramenopiles
Alveolata
Rhizaria

> SAR »

Figure 3: Classification simplifiée des amibes. Reproduit de (11).

L’identification des différentes espéces du genre Acanthamoeba est difficile. Il existe une vingtaine
d’espéces réparties en 3 groupes selon des critéres morphologiques des kystes (12). Ces groupes
sont decrits dans le Tableau I. Le groupe | concerne des espéces formant des kystes de grande taille,
de diametre supérieur a 18 um. Le groupe Il comprend les especes formant des kystes de diametre
inférieur a 18 um et de forme irréguliere. Il regroupe la plupart des espéces responsables de KA,
dont A. castellanii et A polyphaga. Le groupe Il concerne les espéces formant des kystes de
diametre inférieur a 18 um. Cette classification présente des limites : en effet, la morphologie des
kystes peut varier en fonction des conditions de culture.

Des techniques de biologie moléculaire permettent une identification bien plus spécifique et plus
sensible. Une classification plus récente et fondée sur I’étude du geéne de I’ARNr de la sous-unité
18S (5), a permis I’identification de 12 génotypes (T1 & T12) grace a I’hybridation in situ. Les
génotypes T7, T8 et T9 correspondent aux espéces du groupe . Les génotypes T3, T4, T1l
correspondent aux espéces du groupe Il. Enfin, les génotypes T1, T2, T5, T6, T10 et T12
correspondent aux especes du groupe I11. Les kératites amibiennes sont reliées au genotype T4 dans
90 % des cas. Le génotype T4 est également celui qui est le plus répandu dans I’environnement
(13).
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Tableau I: Classification morphologique des especes d'Acanthamoeba. Reproduit de (12).

Groupe morphologique

Nom des espéces

Groupe I

A. astronyxis

. comandoni
. echinulata

. tubiashi

Groupe II . castellanii

. mauritaniensis
. polyphaga
. lugdunensis

. quina

e S =

. rhysodes

A. divionensis

A. paradivionensis
A. griffini

A triangularis

A. hatchetti

Groupe III A. palestinensis
A. culbertsoni
A. lenticulata
A. pustulosa

A. royreba

4. Epidémiologie
Décrite pour la premiére fois en 1974 (14), I’incidence de la KA ne cesse d’augmenter devant
I’amélioration du diagnostic ainsi que 1’augmentation de la fréquence du port de lentilles de contact
dans les pays développés. En effet, les KA concernent des patients porteurs de lentilles de contact
dans pres de 90 % des cas (15-17). Il peut s’agir de lentilles souples ou rigides, destinées a un usage
thérapeutique (lentilles d’orthokératologie), optique ou esthétique. Un défaut d’entretien des
lentilles (utilisation d’eau du robinet, utilisation d’un produit de désinfection périmé, lavage des
mains insuffisant) est également un facteur de risque. Cependant, malgré 1’absence de défaut
d’entretien, I’apparition de KA est possible. En effet, les solutions de désinfection pour lentilles ne
sont pas testées sur les formes kystiques de toutes les espéces pathogenes, les KA étant considérées

comme des infections trop rares. En outre, une étude in vitro a montré I’inefficacité de certaines
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solutions commerciales sur les formes trophozoites, mais également sur les kystes (18). C’est en été
et au début de I’automne que I’incidence des KA augmente devant I’augmentation de la pratique de
sports nautiques et la présence plus importante d’Acanthamoeba dans I’environnement lors de
I’augmentation des températures (19).

Pour les patients non porteurs de lentilles de contact, les KA peuvent étre consécutives a un
traumatisme de la cornée (chirurgie, accident), a une exposition tellurique (artisans, agriculteurs),
OuU a une exposition a de I’eau contaminée (piscine non entretenue, eau stagnante) (20).

Il n’existe pas de données épidémiologiques en France mais le taux d’incidence était de 0,15 cas par
million d’habitants aux Etats-Unis dans les années 80 et de 1,4 cas par million d’habitants au
Royaume-Uni a la fin des années 90. Cet écart peut s’expliquer par le systéme d’alimentation d’eau
Britannique, ou 1’eau est stockée dans des réservoirs au lieu d’étre acheminée directement jusqu’a
son point d’utilisation (8,21-25). Une étude plus récente publiée en 2019 montre que I’incidence de
la KA a augmenté de 20 % par année aux Pays-Bas entre 2009 et 2016, atteignant 2,9 cas par
million d’habitants (19). En 2018, une étude montre également une augmentation de I’incidence en
Nouvelle-Zélande entre 2001 et 2016. Entre 2001 et 2009, 1’incidence moyenne était de 0,84 cas par
million d’habitants par an puis cette incidence est passée a 1,8 cas par million d’habitants par an
entre 2009 et 2016 (26). Devant ces chiffres, on peut donc estimer le nombre de cas de KA en

France a environ 200 par an.

Il.  Physiopathologie de la kératite amibienne

La kératite se définit comme une inflammation de la cornée, membrane qui recouvre la partie
antérieure de I’ceil, devant I’iris et la pupille. Elle peut €tre d’origine infectieuse, traumatique ou

toxique.

1. Anatomie de la cornée

La Figure 4 représente I’anatomie de la cornée, membrane transparente et innervée qui permet le
passage de la lumiére vers la rétine. Son diameétre horizontal est de 12 mm et son diametre vertical
est de 11 mm. Son épaisseur centrale est de 550 um. Avec le cristallin, elle est responsable du
pouvoir réfractif de I’ceil. Ils permettent la modification de la trajectoire du rayon lumineux, afin de
le faire converger vers la rétine. La cornée et le cristallin sont avasculaires, et c’est cette
particularité qui leur donne cette transparence. L’apparition d’une néovascularisation concerne des
événements pathologiques, dont les kératites infectieuses (27), et peut entrainer un déficit visuel.

La cornée est constituée de 5 couches de tissus :

-L’épithélium cornéen qui est constitué de 5 a 7 couches de cellules épithéliales non kératinisees.

-La membrane de Bowman constitue une fine couche de tissu conjonctif.
13



-Le stroma cornéen représente 90 % de 1’épaisseur de la cornée. Il est composé de kératocytes et de
collagene organisé en lamelles.

-La membrane de Descemet est une fine couche séparant le stroma de 1’endothélium. Cette
membrane s’épaissit tout au long de la vie.

-L’endothélium cornéen représente une seule couche de cellules, séparées de I’iris par 1I’humeur

aqueuse.

Cornée

La couche
de Bowman

L'épithélium
cornéen 0

' \ Membrane de

Descemet

\ L'endothélium

ol ! cornéen
[ Le stroma

cornéen

Figure 4: Anatomie de la cornée. Reproduit de (28).

2. Adhésion a I’épithélium cornéen

L’adhérence des trophozoites est provoquée par I’expression d’une mannose-binding-protein au
niveau de leur membrane cellulaire. Cette protéine va se lier aux glycoprotéines mannosylées de
1I’épithélium cornéen. En cas d’abrasion de cet épithélium (par exemple lors de port de lentilles de
contact), I’expression des glycoprotéines mannosylées est augmentée, entrainant de ce fait une

augmentation de 1’adhérence des trophozoites sur la cornée (29).

3. Invasion de I’épithélium cornéen

L’adhésion des trophozoites a 1’épithélium cornéen est suivie d’une dégradation de I’épithélium et
14



de la membrane de Bowman avant d’accéder au stroma. L’amibe est capable de phagocyter les
cellules épithéliales mais également d’induire leur apoptose et de provoquer une cytolyse grace a la
production de protéases, dont MIP133 (15,29).

) m f\tgchmen_l
: e

E] Destruction of epithelium and upregulation of MMPs Doy

E Breachment of Bowman's membrane

Figure 5: Physiopathologie de I'invasion et de la destruction de la cornée. Reproduit de (29).

4. Dégradation du stroma cornéen

Les protéinases produites par les trophozoites entrainent une dissolution du stroma cornéen (29)
ainsi qu’une dégradation des cellules nerveuse cornéennes. La destruction des cellules nerveuses
provoque une périnevrite radiaire, ce qui pourrait expliquer la douleur intense lors de 1’infection. La
périnévrite est pathognomonique de la KA, mais inconstante. Des débris cellulaires peuvent

persister dans le stroma et entretenir I’inflammation (30).
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Figure 6: Infiltration du stroma cornéen lors d'une KA. Reproduit de (31).

5. Symptémes

Les patients atteints de KA se plaignent de douleur intense, de photophobie, d’une sensation de
corps étranger, d’un ptosis ou de troubles de la vue (8,9,16,32) bien que ces signes cliniques ne
soient pas toujours présents (33). Les symptdmes sont généralement unilatéraux bien qu’environ 5
% des KA concernent des atteintes bilatérales (16).

La KA peut se compliquer d’une co-infection bactérienne ou fongique (8), d’une cataracte, d’une
atrophie de I’iris et de glaucome . Elle peut également conduire a une cécité définitive et nécessiter

une énucléation pour soulager les douleurs du patient (34).

I11.  Diagnostic

1. Diagnostic clinique et microscopie confocale in vivo

Le diagnostic de la KA est compliqué du fait des signes cliniques non spécifiques. Elle est souvent
confondue a tort avec la kératite herpétique, beaucoup plus fréquente (35), notamment chez les
patients non porteurs de lentilles de contact. La fluorescéine est généralement utilisée pour mettre
en évidence les lésions comme les infiltrats périneuraux, les ulcérations, ou encore les hypopyons
(36) a I’aide d’une lampe a fente (37).

La microscopie confocale in vivo est une technique non invasive ayant une spécificité et une
sensibilite supérieures a 90 % (38). Elle permet I’identification des kystes amibiens avec leur
double paroi caracteristique. Cependant, cette double paroi n’est pas toujours présente et rend plus
difficile le diagnostic. La microscopie confocale permet également de retrouver des nerfs élargis,

caractéristiques de kératonévrite radiaire, une complication de la KA (8).
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2. Examen direct et culture

Le diagnostic repose essentiellement sur un grattage de cornée et la mise en culture. Aprés grattage
de la cornée a I’aide d’une lame de bistouri, un examen direct au microscope optique permet
I’observation des formes kystiques et trophozoites apres coloration au MGG. La mise en culture du
préléevement se fait généralement sur une gélose d’agar-agar sans nutriments recouverte d’une
suspension de bactéries Gram négatif inactivées qui seront phagocytées par Acanthamoeba. Lorsque
les nutriments viennent a manquer au bout de quelques jours, des formes kystiques apparaissent
(9,39,40).
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Figure 7: forme trophozoite (& gauche) et kystique (a droite) d'Acanthamoeba castellanii apres
coloration au MGG et grossissement X100. Crédits image Service de parasitologie, CHU Clermont-

Ferrand.

3. PCR

On peut mettre en évidence I’ARNr 18S de Acanthamoeba (9,41) par amplification génomique
grace a la PCR. Le résultat est plus rapide par rapport a la mise en culture (5 jours en moyenne
contre 10 avec la culture) et la spécificité est de 100 % mais la sensibilité est inférieure a celle de
I’examen direct. Il est possible d’augmenter la sensibilité en combinant plusieurs PCR. De plus, il
existe un risque de faux-négatif si le grattage de la cornée est trop superficiel (8) ou en cas de
présence de molécules inhibitrices pour la PCR. La fluorescéine, utilisée pour I’examen de la cornée
et I’oxybuprocaine, utilisée comme anesthésique locale, peuvent inhiber la PCR et la détection
d’ARN d’Acanthamoeba. C’est pour cela qu’il est recommandé de rincer I’ceil du patient avec du
sérum physiologique avant le prélevement. Enfin, le résultat peut différer en fonction des amorces
utilisées pour la PCR (42).

4. Biopsie cornéenne

En cas d’échec des autres techniques, il est parfois nécessaire de recourir a la biopsie cornéenne,

méthode plus invasive qui permet un prélevement plus important et plus profond (43). Elle est
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parfois utilisée pour réaliser le diagnostic de certitude. Toutefois, cette technique entraine souvent

une cicatrisation opaque néovascularisée qui peut donc entrainer une perte d’acuité visuelle (44).

IV. Traitements

1. Traitements chirurgicaux

a. Débridement épithélial

Utilisé dans les stades précoces de keratite infectieuse, il correspond au pelage de I’épithélium
cornéen. Le débridement épithélial permet de réduire la charge parasitaire tout en améliorant la
pénétration des collyres anti-amibiens (8). L’épithélium recueilli peut également servir a réaliser des

examens complémentaires. Cette technique est peu efficace sur les formes sévéres.
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Figure 8: kit de grattage de la cornée, avec les différents milieux de culture pour le diagnostic
microbiologique, les lames porte-objet pour I’examen direct, un tube Eppendorf® pour réaliser la

PCR a Acanthamoeba et un milieu de transport viral. Reproduit de (43).

b. Kératoplastie ou greffe de cornée

Par le passé, les greffes de cornées ont été largement pratiquées en cas de kératite amibienne
avancée. Aujourd’hui, elles sont indiquées en cas de perforation cornéenne mais le traitement
médicamenteux doit étre poursuivi. Cependant, elles sont de moins en moins employées face au
risque de récurrence et au rejet de greffe en cas de néovascularisation. Le seul traitement efficace
reste 1’administration de collyres anti infectieux. On réalise aujourd’hui des kératoplasties une fois
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I’infection guérie en cas de troubles de la vision persistants suite aux séquelles cornéennes (8).

Figure 9: principe de la kératoplastie. Reproduit de (45).

¢. Enucléation

Utilisée en dernier ressort, I’ablation du globe oculaire fait suite & un échec médicamenteux suivi
généralement de plusieurs kératoplasties (16,35,38). Cette technique permet de soulager le patient

des douleurs provoquées par la kératonévrite.

2. Traitements médicamenteux

Actuellement, les traitements prescrits en premiére intention concernent les collyres de biguanides
de diamines. C’est pourquoi nous nous intéresserons plus spécifiquement a ces deux classes de

molécules aux propriétés anti infectieuses.
a. Les biguanides

Les biguanides sont des agents désinfectants cationiques parmi lesquels on trouve le PHMB et la
CLX. Le premier cas décrit de KA traitée par PHMB I’a été en 1992 (46). La premiere utilisation
clinique d’un collyre a la chlorhexidine a été décrite en 1994 (47). Ces deux molécules possédent
une action a la fois sur les formes trophozoites et sur les formes kystiques (48-51), en altérant la
membrane cytoplasmique des amibes et induisant une lyse cellulaire pour la CLX ou une apoptose
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pour le PHMB (52). En pratique courante, les collyres de biguanides sont utilisés a la concentration
de 0,02 % soit 200 pug/mL avec une efficacite clinique satisfaisante (16,35,53-55). Une étude in
vitro a démontré une moindre efficacité kysticide quand les collyres sont utilisés a la concentration
0,002 % (51). Une étude randomisée en double aveugle a montré une efficacité comparable de ces 2
molécules utilisée a 0,02 % (55), mais le trop faible nombre de patients inclus ne permet pas de
donner une conclusion définitive. A D’initiation, I’administration a lieu généralement toutes les
heures, y compris la nuit pendant 48 a 72 heures, ce qui nécessite une hospitalisation. La fréquence
d’administration est parfois de 2 fois par heure jour et nuit a I’initiation du traitement, en fonction
du protocole. Ensuite, I’administration a lieu toutes les heures pendant 72 heures en journée
seulement. Enfin, pour minimiser la toxicité, les collyres sont administrés 4 fois par jour pendant
plusieurs mois, jusqu’a élimination des formes kystiques et trophozoites d’Acanthamoeba. Il n’y a
pas de consensus défini concernant la durée du traitement qui dure souvent plus de 6 mois voire 1

an dans certains cas (56,57).
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Figure 10. Molécule de chlorhexidine (A) et monomére de polyhexaméthyléne biguanide (B).
Reproduit de (58,59).

b.Les diamines

Les diamines généralement utilisées sont la propamidine 0,1 % (soit 1 mg/mL) et I’hexamidine 0,1
%. Ces molécules possedent des propriétés antibactériennes mais leur mécanisme reste méconnu.
En France, il existe une spécialité a base d’hexamidine di-isethionate, Désomédine®. Au Royaume-
Uni, il existe une spécialité a base de propamidine isethionate (Brolene®), disponible en France
uniquement sous AAC. Une étude a montré une efficacité supérieure de 1’hexamidine in vitro par
rapport a la propamidine (60) qui a présenté une certaine toxicité (61). Les diamines sont
géneralement utilisées en association avec un biguanide (56), I’activité kysticide des diamines étant

insuffisante et necessitant des concentrations élevées en monotherapie pour étre efficace (51). Des
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¢tudes récentes tendent a montrer que 1’utilisation de biguanide en monothérapie est aussi efficace
qu’en association avec une diamine mais incluent trop peu de patients traités par chlorhexidine pour

conclure quant a I’intérét des diamines dans la prise en charge de la KA (35,62).

c. La corticothérapie locale

IIs peuvent s’avérer efficaces en cas de douleurs intense ou d’ulcéres cornéens, mais il est
recommandé d’attendre 2 semaines de traitement efficace par biguanide avant de les administrer.
Cela permet d’¢liminer un maximum de forme trophozoites et kystiques. Généralement, la
prednisolone 0,5 % est administrée 4 fois par jour. En cas d’inflammation insuffisamment controlée,
il est parfois nécessaire de recourir a la dexaméthasone 0,1 % a une fréquence variable en fonction
des signes cliniques (63). Une alternative possible pour traiter I’inflammation et la douleur est le
flurbiprofene, anti-inflammatoire non stéroidien (64). Cependant, I’administration locale de
corticoides est décriée, car I’effet immunosuppresseur de ceux-ci pourrait s’avérer délétére pour le
patient et entrainer une prolifération des amibes. Une étude rétrospective sur 41 patients traités par
biguanides, propamidine, corticoides et Neosporin® entre 1999 et 2006 a montré la supériorité du

traitement par biguanides et tend a exclure les corticoides du traitement (65).

d. Autres molécules d’intérét

Le voriconazole est un antifongique triazolé qui agit en inhibant la synthése d’ergostérol,
composant essentiel de la membrane d’Acanthamoeba. Les études sont contradictoires concernant
I’efficacité du voriconazole :des études in vitro ont montré une efficacité sur les formes trophozoites
(48,66) tandis qu’une autre étude in vitro a mis en évidence que les deux formes d’Acanthamoeba
(trophozoite et kystique) étaient résistantes (51). De plus, une étude clinique a révélé une efficacité
similaire entre le collyre de voriconazole 1 % et les collyres de biguanides (67). Il peut étre
administré localement (68) ou per os (69). Cependant, trop peu de patients ont été traités par cette
molécule pour conclure définitivement quant a sa place dans 1’arsenal thérapeutique. C’est pourquoi
il est utilisé en deuxiéme ligne en cas d’inefficacité du traitement par biguanide. L’itraconazole, un
autre antifongique triazolé administre per os, semble moins efficace que le voriconazole et les
biguanides sur les formes kystiques (48).

Pour le clotrimazole, le fluconazole et le kétoconazole, antifongiques imidazolés, il n’a pas été mis
en évidence que ces molécules avaient une efficacité sur les formes kystiques in vitro, elles ne sont
donc pas recommandées en monothérapie (50,64).

La Caspofungine, antifongique de la classe des échinocandines, a montré une efficacité a la fois sur

les formes trophozoites et kystiques dans une étude in vitro (70). Cependant, elle n’est pas utilisée
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en clinique.

La miltéfosine est un alkyl-lysophosphoplipide, molécule utilisée comme antineoplasique dans
certains cancers du sein mais également comme anti-parasitaire pour traiter la leishmaniose.
Habituellement administrée en collyre ou per os, elle est cependant de moins en moins utilisée a
cause d’une toxicité locale et systémique importante, sans compter un effet tératogene (71,72).

La néomycine, antibiotique de la classe des aminosides, a démontré une efficacité in vitro a la fois
sur les kystes et les formes trophozoites. Cependant, elle peut entrainer une toxicité épithéliale et
des réactions d’hypersensibilité qui rendent difficile sont utilisation en clinique. La néomycine a été
peu a peu abandonnée devant une efficacité clinique médiocre, une toxicité constatée ainsi qu’un
risque de resistance (46,56,64,73). Il en va de méme pour les autres antibiotiques de la classe des
aminosides comme I’amikacine, la gentamicine ou la paromomycine (50).

Neosporin®, un mélange d’antibiotiques contenant de la néomycine, de la polymyxine B et de la
gramicidine, est une spécialité qui a souvent été utilisée en association pour traiter la KA (74-76).
Toutefois, il n’existe pas d’étude clinique pour évaluer son efficacité en monothérapie. De plus,
comme vu précédemment, la néomycine a montré une efficacité médiocre et une toxicité
importante. Neosporin® a donc été peu a peu abandonné.

Il existe également une molécule de structure proche de la CLX et utilisée comme antiseptique : la
picloxydine dont la spécialité Vitabact® est disponible en France a la concentration de 0.05%. Cette
molécule peu utilisée dans la KA a démontré son intérét dans une étude clinique (77).

La povidone-iodine a la concentration 0,1 % ou 1 % a montré une efficacité in vitro sur les formes
trophozoites et kystiques in vitro mais son efficacité clinique n’a pas été démontrée (51).

Parmi les plantes, une étude in vitro et in vivo sur des souris a révélé une efficacité de I’huile d’arbre
a thé (Melaleuca alternifolia) a la fois sur les kystes et les trophozoites avec une faible toxicité (78).
Néanmoins, les données cliniques sont insuffisantes pour en faire un traitement de référence.

La thérapie photo-dynamique appelée cross-linking consiste a administrer un collyre a la riboflavine
0,1 % suivi d’une exposition environ 30 minutes a des rayons UV-A. Son utilisation s’est révélée
efficace pour plusieurs patients (79). Cependant, devant le faible nombre de patients traités avec

cette méthode, aucune garanti sur son efficacité ne peut étre admise.

V. Problématiques

Les kystes d’Acanthamoeba spp. sont résistants a de nombreuses molécules et les biguanides sont
les seules molécules ayant démontré la meilleure efficacité pour traiter la KA (49). L’émergence de
résistance a cette classe de molécules s’aveére gravissime pour le patient avec un risque d’impasse

therapeutique (80).
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En pratique, les biguanides sous forme de collyre font partie du traitement de premiére intention
concernant la KA. Cependant, il n’existe pas de spécialit¢ commerciale ayant I’AMM dans cette
indication. Les collyres de PHMB ou CLX doivent donc étre préparés dans une PUI & partir de
matiere premiére a usage pharmaceutique. Néanmoins, devant le manque de données dans la
littérature, il est difficile de sélectionner une molécule plus qu’une autre.

La concentration du collyre prescrit représente également un probléme car si la concentration
retenue est de 200 pg/mL dans la majorité des cas dans la littérature, il est difficile de justifier cette
concentration a cause du manque de données. Les collyres de biguanides sont généralement bien
tolérés.

Si le mangue de données concernant leur efficacité pose question pour privilégier une des deux
molécules, il en est de méme concernant la toxicité. L’analyse de la tolérance oculaire de la CLX,
utilisée comme conservateur dans les solutions de désinfection pour lentilles de contact, a montré
qu’elle augmentait la perméabilité de la cornée en affectant son intégrité. De plus, elle peut
entrainer des réactions allergiques de contact, des rougeurs et une photophobie. Une concentration
élevée en CLX (4 %) peut induire des lésions cornéennes, un cedéme, une desquamation ou encore
un retard de cicatrisation. De méme, une faible concentration en CLX (0,005 %) peut provoquer une
Iégere irritation et des opacifications cornéennes (81-84). Le PHMB était classé carcinogéne de
classe 2 par la Commission Européenne mais le Comité Scientifique pour la Sécurité des
Consommateurs a décidé que son utilisation était sans risque pour une concentration allant jusqu’a
0,1 % (85,86). Néanmoins, il peut provoquer des irritations oculaires et cutanées prouvees par des

études sur des rats (87) et décrites lors de son utilisation en clinique (67).

Méta-analyse

Dans le but de répondre en partie aux problématiques posées, un travail a été réalisé sous forme

d’un article original a soumettre au journal Microorganisms (Editeur MDPI, 1F2021 : 4.926).
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Article

Acanthamoeba keratitis treatment by biguanide eye drops:
a meta-analysis

Abstract: Acanthamoeba keratitis is a rare and serious infection requiring biguanide eye
drops to be cured. In order to determine which molecule is to be preferred between
chlorhexidine and polyhexanide, we realized a meta-analysis using the PRISMA
methodology, including case reports, as well as retrospective and prospective studies.
The parameters studied included the nature of the biguanide eye drops used, the
duration of treatment, the wearing of contact lenses, the presence of bilateral keratitis,
the need for keratoplasty and the measurement of visual acuitywbefore and after
treatment. Our results showed no significant difference of cure rate’between CLX and
PHMB administered as monotherapy. Furthermore, treatment duration' was lower with
CLX as monotherapy. Our meta-analysis did not show a significant'difference between
treatment with CLX (as monotherapy or in combination=with a diamidine) and
treatment with PHMB (as monotherapy or in combination with a diamidine). Finally,
our meta-analysis showed a significant difference, of treatment duration between
chlorhexidine alone and combined with a, diamidine. Our meta-analysis did not
investigate the toxicity of the molecules‘on the patients. This work has highlighted the
importance of CLX which can be considered as’an alternative to PHMB with similar
efficacy, provided that a formulation,is developed and a physico-chemical stability
study is performed.

Keywords: Acanthamoeba keratitis; biguanides; therapeutics

1. Introduction

Acanthamoeba is a free-living ubiquitous amoeba that can cause
Acanthamoeba keratitis (AK) [1]. The genus Acanthamoeba belongs to the class
Discosea of the phylum Amoebozoa. First described in 1974 [2], AK is a rare but
serious disease that can lead, if left untreated, to severe pain, permanent vision
loss [3] and the need for enucleation [4,5]. AK is an infection that affects mostly
contact lens (CL) wearers in developed countries [6]. In the Netherlands, the
number of cases increased from 16 in 2009 to 49 in 2015 for the whole
population, resulting in an average annual increase of 20.5 % [7]. Similarly, the
mean number of cases increased in New Zealand, from 3.6 cases per year
between 2001 and 2009 to 8.6 cases per year between 2009 and 2016 for the
whole population [8]. This increase in incidence can be explained by improved
diagnosis and increasing proportion of CL wearers. Indeed, the proportion of
contact lens wearers is increasing worldwide each year, due to myopia, which
is even more prevalent in Asia [9]. In developing countries, AK mostly affects
patients after corneal trauma, soil exposure or exposure to contaminated water
[10,11]. This protozoan presents two distinct forms: trophozoite or cystic. The
trophozoite form is the active form that allows it to feed, reproduce and move.
The cystic form is the resistance form that allows it to withstand unfavorable
environmental conditions (pH, temperature, dehydration) [1,3]. These cysts,
which are resistant to many molecules, are one of the main reasons why it is
difficult to treat AK. . Following trauma to the cornea or failure to care for
contact lenses which get contaminated, Acanthamoeba adheres to the corneal
epithelium with proteinase mannose induced protein (MIP) 133 before

24



destroying it and entering the corneal stroma. As the stroma is dissolved by
collagenases, the trophozoites progress to the endothelium and can wrap
around the nerves, causing very painful keratoneuritis [12-14]. Among the
molecules that have been tested on amoebae are antifungals. Triazole
antifungals such as voriconazole have shown clinical efficacy [15,16], but an in
vitro study showed insufficient cysticidal activity [17]. Itraconazole has also
been studied, but one study showed that it is less effective than voriconazole
[18]. Concerning imidazole antifungals, no evidence of cysticidal efficacy was
found during in vitro studies [19]], and they are therefore not recommended in
monotherapy. Caspofungin, a member of the echinocandin class of antifungals,
showed interesting cysticidal activity in an in vitro study [20]. Neomycin, an
aminoglycoside antibiotic, was formerly used. However, it was abandoned due
to a lack of efficacy and high toxicity [21-23]. Miltefosine, an antineoplastic
used to treat certain breast cancers or to treat leishmaniosis, has been used per
os or as an eye drop. It is less used today because of significant toxicity and a
teratogenic effect [24-26]. Povidone-iodine has been shown to be effective on
trophozoites and cystic forms in vitro, but its clinical ‘efficacy has not been
demonstrated [27]. In vitro studies have shown theefficacy'of diamidines such
as propamidine or hexamidine against trophozoites. However, studies are
contradictory regarding their efficacy on cysts,[28,29]." Therefore, they are not
recommended in monotherapy. Belonging ‘to “the biguanides class, two
molecules are described in the scientific data as being effective on both forms
whilst at the same time inducing.minimum side effects: chlorhexidine (CLX)
and polyhexanide, also known, as polyhexamethylene biguanide (PHMB)
[3,4,27,30]. However, to the-best ofiour knowledge, there is no licensed anti-
amoebic ophthalmic formulation available anywhere in the world. Biguanide
eye drops must therefore be" prepared in hospital pharmacies from
pharmaceutical raw. materials, when available [31]. They are usually
administered at a concentration of 0.02 % (200 pg/mL) in combination with
diamidines at0.1 % (1 mg/mL) [32]. Unfortunately, due to a lack of structured,
comparable“andigood quality data in the literature, it is difficult to define
which treatment is the most efficient to treat AK. The aim of our study was
therefore to'conduct an extensive review of the literature and perform a meta-
analysis of the data available to investigate which one (PHMB or CLX) is the
most effective for treating AK.

2..Materials and Methods

Using the PRISMA (Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and
Meta-Analyses) statement [33], the words “Acanthamoeba keratitis treatment
polyhexanide”,  “Acanthamoeba  keratitis  treatment chlorhexidine”,
“Acanthamoeba keratitis treatment biguanides” were used to search the
Pubmed database. The words “Acanthamoeba keratitis treatment
polyhexanide chlorhexidine” were used to search on the Google scholar
database. These searches were conducted between 14th April 2022 and 25th
May 2022. For this meta-analysis, the following criteria were investigated:
published in English or French language, clinical study on humans and case
reports [34], treatment of AK with biguanide eye drops. The following criteria
were used to exclude articles: published in a language other than English or
French, in vitro or animal studies, reviews, not concerning the treatment of AK
with biguanides, retracted from the database. Each article was included in an
excel spreadsheet with the following details: title, author, year of publication,
study type, digital object identifier (DOI) or Pubmed identifier (PMID). 2
reviewers participated in the inclusion of the articles. For each included study,
the main criteria were: number of patients, molecule administrated, duration of
treatment and number of cured patients. The following criteria were also
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studied: concentration of the ophthalmic solution, age of the patients, sex ratio,
number of contact lens wearers, number of patients who underwent
keratoplasty, number of bilateral keratitis, visual acuity (VA) before and after
treatment (decimal notation) and the time between the two visual acuity
measurements. For visual acuity, we assigned a value of 0 when the visual
acuity value was “hand movement close to the face” (HMCF), “counting
fingers” (CF), or “light perception” (LP). For a patient, in case of treatment
failure and switch by another molecule or combination, this patient was
considered as being a “new” patient from a statistical point of view.

Statistical analysis was performed using Stata software (version 15; StataCorp,
College Station, Texas, USA). All tests were two-sided, with an alpha level set
at 5 %. Categorical variables were expressed as frequencies and associated
percentages, and continuous variables as mean + standard deviation or median
[25%; 75t percentiles], according to statistical distribution. For individualized
data, comparisons between groups were performed using/linear mixed models
for the VA difference and the duration of treatment, and with generalized
linear mixed models with logit link function for the healing of,patients. In these
models, the group “PHMB total vs CLX total v§ PHMB +CLX” was a fixed
effect and the studies were considered as frandomyeffects. If necessary, a
logarithmic transformation of the dependent,variable was made to achieve
normality. Censored data “time to recovery” were'estimated using the Kaplan-
Meier method, and comparisons between groups were made with the log-rank
test.

3. Results and discussion

3.1 Studies inclusion

Based onour keywords, a total of 396 articles were screened after the
duplicates were,removed. Of these 396 articles, 222 were excluded following
scanning.of the abstract. Of the remaining 174, 5 were not available in full. 169
articles’ were therefore read and 99 were selected for the meta-analysis. Figure
11 describes,the article search and screening process in the flow chart. 76.8 % of
the articles were case reports (n = 76), 9.1 % were non-randomized prospective
studies (n = 9) and 12.1 % were retrospective studies (n = 12). From our
research, we found 2 randomized prospective studies. The summary of the 99
studies is shown in Table 1.

26



[ Identification of studies via databases and registers ]
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Figure 11. PRISMA"flowchart data

Table 1-Synthesisiof the 99 articles included in our meta-analysis, classified by type of
article then by year of publication.

Author [reference] Year Type of article Type of treatment Number of
patients
Illingworth et al. [35] 1995 Retrospective PHMB + propamidine 16
study
Duguid et al.[36] 1997 Retrospective PHMB + propamidine 105
study
Pérez-Santonja etal. [37] 2003 Retrospective PHMB / PHMB + 8
study hexamidine / CLX +
hexamidine / PHMB +
propamidine
Sun et al. [38] 2006 Retrospective CLX 20
study
Lin et al. [39] 2009 Retrospective PHMB + propamidine 11
study
Kaiserman et al. [40] 2012 Retrospective PHMB / CLX 50
study
Yamazoe et al. [41] 2012 Retrospective CLX 35
study
Taneja et al. [42] 2013 Retrospective PHMB + CLX 2
study
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Pinna et al. [43] 2017 Retrospective PHMB 4
study
Hassan et al. [44] 2019 Retrospective PHMB + CLX / PHMB + 8
study propamidine
Jo et al. [45] 2020 Retrospective PHMB / CLX / PHMB+CLX 19
study
Musayeva et al. [46] 2020 Retrospective PHMB + propamidine 28
study
Bonini et al. [47] 2021 Retrospective PHMB + propamidine 19
study
Lim et al. [30] 2008 Randomized PHMB / CLX 51
prospective study
Rahimi et al. [48] 2015 Randomized CLX 31
prospective study
Bagga et al. [49] 2021 Randomized PHMB + CLX 10
prospective study
Varga et al. [50] 1993  Prospective study PHMB + propamidine 5
Seal et al. [51] 1996  Prospective study CLX + propamidine 11
Azuara-Blanco et al. [52] 1997  Prospective study PHMB + propamidine 10
Kosrirukvongs et al. [53] 1999  Prospective study CLX 5
Matsumoto et al. [54] 2007  Prospective study CLX 4
Shiraishi et al. [55] 2010  Prospective study CLX 1
Megha et al. [56] 2020  Prospective study PHMB 10
Larkin et al. [22] 1992 Case Report PHMB + propamidine 6
Gray et al [57] 1994 Case Report PHMB 1
Rivasi et al. [58] 1995 Case Report PHMB 1
Skarin et al. [59] 1996 Case Report PHMB 1
Murdoch et al. [60] 1998 CaseReport PHMB / PHMB + 4
propamidine
Tseng et al. [61] 1998 Case Report PHMB 1
Gajdatsy et al. [62] 2000 Case Report PHMB + propamidine 1
Lam et al. [63] 2000 Case Report PHMB / PHMB + 3
propamidine
Tabin et al. [64] 2001 Case Report PHMB / PHMB + 2
propamidine
Cremona et al. [65] 2002 Case Report PHMB / PHMB + 2
propamidine
Murthy et al. [66] 2002 Case Report CLX + propamidine 1
Kitagawa et.al. [67] 2003 Case Report CLX 2
Ramaet al. [68] 2003 Case Report PHMB + propamidine 1
Xuguang et al. [69] 2003 Case Report CLX 3
Ehlers et al. [70] 2004 Case Report CLX + propamidine 2
Yu et al. [71] 2004 Case Report PHMB + hexamidine / 3
PHMB
Wilhelmus et al. [72] 2005 Case Report CLX + hexamidine 1
Balasubramanya et al. [73] 2006 Case Report PHMB + CLX 1
Demirci et al. [74] 2006 Case Report CLX + hexamidine 1
Georgakopoulos et al. [75] 2006 Case Report PHMB 1
Kaur et al. [76] 2007 Case Report PHMB 1
Lee et al. [77] 2007 Case Report PHMB + CLX 4
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Lee et al. [78] 2007 Case Report PHMB + CLX 1

Lindsay et al. [79] 2007 Case Report PHMB + propamidine / CLX 4
+ propamidine

Voyatzis et al. [80] 2007 Case Report PHMB + propamidine 1

Wong et al. [81] 2007 Case Report PHMB + propamidine 1

Gooi et al. [82] 2008 Case Report CLX 1

Sahu et al. [83] 2008 Case Report PHMB 1

Xuan et al. [84] 2008 Case Report PHMB 3
Elabjer et al. [85] 2009 Case Report CLX + hexamidine 1

Guerriero et al. [86] 2009 Case Report PHMB + propamidine 1

McKelvie et al. [87] 2009 Case Report PHMB + propamidine 1

Stapleton et al. [88] 2009 Case Report PHMB + CLX 1

Bang et al. [15] 2010 Case Report CLX + hexamidine / PHMB + 2
propamidine

Kandori et al. [89] 2010 Case Report CLX 4

Kim et al. [90] 2010 Case Report PHMB 1

Lee et al. [91] 2010 Case Report CLX + propamidine 1

Lee et al. [91] 2010 Case Report CLX + propamidine 3

Alfawaz et al. [92] 2011 Case Report PHMB + CLX 2

Ferrari et al. [93] 2011 Case Report PHMB '+ hexamidine / CLX / 1
PHMB + CLX

Itahashi et al. [94] 2011 Case Report CLX 2

Moreno-Montafiés et al. 2011 Case Report CLX + propamidine 1

[95]
Arnalich-Montiel etal. 2012 Case Report CLX 1
[96]

Li et al. [97] 2012 Case Report PHMB + propamidine 4

Greenwell et al. [98] 2013 Case Report PHMB / PHMB + 2
propamidine

Patel et al. [99] 2013 Case Report CLX + propamidine / PHMB 1

+ propamidine
Van Zyl et al. [100] 2013 Case Report PHMB + propamidine 1
Arance-Gil et al. [101] 2014 Case Report CLX + propamidine / PHMB 1
+hexamidine

Tran et al. [102] 2014 Case Report PHMB + CLX 1

Igras et al.\[103] 2015 Case Report PHMB + propamidine 1
Mateo etaal. [104] 2015 Case Report CLX + propamidine 1
Sengor-et al. [105] 2015 Case Report CLX + propamidine 1

Ferreira Mendes et al. 2017 Case Report CLX + propamidine 1
[106]

Hou et al. [107] 2017 Case Report CLX 1
Kwok et al. [108] 2017 Case Report PHMB + propamidine 1
Sengor et al. [109] 2017 Case Report PHMB + propamidine 1

Buchele et al. [110] 2018 Case Report PHMB + CLX 1
De Borja Dominguez- 2018 Case Report CLX + propamidine 1
Serrano et al. [111]
Mohammadpour et al. 2018 Case Report PHMB + CLX 1
[112]
Tan et al. [113] 2018 Case Report CLX 1
Tavassoli et al. [26] 2018 Case Report PHMB / PHMB + 1
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hexamidine / CLX +

hexamidine
Dewan et al. [114] 2019 Case Report PHMB + CLX 1
Hirabayashi et al. [24] 2019 Case Report CLX + PHMB / CLX + 1

propamidine
Hsu [115] 2019 Case Report CLX 1
Singh et al. [116] 2019 Case Report PHMB / PHMB + CLX 1
Al-Yousuf et al. [117] 2020 Case Report CLX + propamidine 1
Cubuk et al. [118] 2020 Case Report CLX + propamidine 1
Hsu et al. [119] 2020 Case Report PHMB 1
Lee et al. [120] 2020 Case Report PHMB + CLX 1
Al-Motowa et al. [121] 2021 Case Report CLX + propamidine 1
Korkmaz et al. [122] 2021 Case Report CLX + propamidine 1
Naranjo et al. [25] 2021 Case Report PHMB + CLX 1
Raghavan et al. [123] 2021 Case Report PHMB + CLX 1
Roszkowska et al. [124] 2021 Case Report PHMB 1
Wu et al. [125] 2021 Case Report CLX 2
Lee et al. [126] 2022 Case Report PHMB + CLX 1

3.2 Individualised data

3.2.1 Cure rate

Based on the studiesswhere.individualized data was available, the overall
cure rate was of 81.04 % (n'= 171 patients). PHMB as monotherapy had a cure
rate of 77.42 % (n =24) while CLX alone had a cure rate of 81.08 % (n = 30) with
no significant difference between the two. As too few patients were treated
with hexamidine in ourjstudy (n =9), we pooled the groups of patients treated
with diamidines (biguanide + propamidine or hexamidine) see Table 2. PHMB
combined with diamidines had the best cure rate with 88.46 % (n = 69) without
significant.difference with CLX combined with diamidines (p = 0.17) which had
a_cure rate 0£72.09 % (n = 31).

Table 2. Cure rate, treatment duration and visual acuity (VA) difference before and
after treatment with individualized data for PHMB (polyhexanide) and CLX
(chlorhexidine) as monotherapy or in combination with a diamidine (propamidine or
hexamidine). n: number of patients.

PHMB CLX PHMB + diamidine CLX + diamidine
Cure rate;% (n) 77.4 (24) 81.1 (30) 88.5 (69) 72.1 (31)
Among cured patients: 6.0 [3.0-7.5] 3.0 [1.4-8.0] 4.0 [3.0-7.0] 3.2[1.8-6.4]

Months of treatment [IQR]

Median VA difference [IQR] 0.391[0.000-0.750] 0.475[0.259-0.810]  0.333 [0.010-0.500]  0.229 [0.000-0.330]

To further investigate the impact of PHMB versus CLX, all patients treated
with either PHMB or CLX (as a monotherapy or combined with a diamidine)
were pooled, see data presented in Table 3. The cure rate was of 76.25 % (n = 61)
when the treatment was based on CLX and 85.32 % (n = 93) when the treatment
was based on PHMB. The cure rate of the PHMB + CLX group was of 77.27 %
(n = 17). There was no statistical cure rate difference among the studied
treatments (p > 0.05).
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Table 3. Cure rate, treatment duration and visual acuity difference before and after
treatment with individualized data. PHMB total = polyhexanide as monotherapy +
polyhexanide combined with a diamidine (propamidine and hexamidine). CLX total =
chlorhexidine as monotherapy + chlorhexidine combined with a diamidine. n: number
of patients.

Sum of individualised

PHMB total CLX total PHMB + CLX
data (n)
Cure rate, % (n) 85.32 (93) 76.25 (61) 77.27 (17) 81.04 (171)
A i :
mong cured patients 4.0 [3.0-7.0] 3.0 [1.8-7.0] 5.01 [3.0-6.0] 4.0 [2.3-7.0] (171)

Months of treatment [IQR]

Median VA difference [IQR]  0.333[0.000-0.536] 0.354 [0.000-0.767] ~ 0.484 [0.000-0.800]  0.333 [0.000-0.714] (143)

These results showed similar cure rates to those found (in the literature
[30,36,38,56]. Nevertheless, the cure rate of PHMB + CLX treatment is lower
than expected. Indeed, a synergistic effect between these two potent molecules
could have been expected, for example with a shorter treatment duration, as
shown in a recent randomized study where the median duration of treatment
was 1.11 months (IQR, 0.64-2.87 months) with'this association [38]. This could
be explained by the use of this combination in the casereports studied here for
more complicated and severe cases [93,126]. According to our metanalysis, the
combination of a biguanide with a diamidine does not improve the efficacy of
the treatment. This has already been'described’in a retrospective study in 2019
with 50 patients treated with PHMB monotherapy and 114 treated with PHMB
+ diamidine. The failure rates at 12:months were 26.0% and 27.2% respectively
[4]. Furthermore, it seems that\the efficacy of CLX is similar to that of PHMB,
when based on this main critetia:

3.2.2 Treatment duration

There was, a significant difference between CLX monotherapy compared
to PHMB monotherapy (p = 0.017) and compared to CLX combined with
diamidine (p =10.044) with values of 3.0 months (IQR, 1.4-8.0 months), 6.0
months (IQR;+3.0-7.5 months) and 3.22 months (IQR, 1.8-6.4 months)
respectively /ds shown in Table 2. However, the results between PHMB total
and.. CLX-total were comparable in Table 3 with 4.0 months (IQR, 3.0-7.0
months) and 3.0 months (IQR, 1.8-7.0 months). Treatment duration with PHMB
+ €LX was 5.0 months (IQR, 3.0-6.0 months) without significant difference with
other treatments. From Figure 12 it can be seen that the PHMB + CLX
association showed a better cure rate at 6 months and 9 months compared to all
the other treatments, but there was no significant difference between the
studied treatments (p = 0.86).
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Time (months)
Nb. patients
PHMB 31 22 15 5 5 3 3
CLX 37 17 10 6 5 1 1
PHMB+CLX 22 15 7 1 1 1 1
PHMB+HEX/PRO 78 61 28 14 10 3 3
CLX+HEX/PRO 43 27 16 6 2 1 1

Figure 12. Cure rate evolution in time with individualized data for all treatments.
PHMB = polyhexanide as monotherapy. €LX =chlorhexidine as monotherapy. PHMB +
CLX = polyhexanide + chlorhexidine as bitherapy. PHMB + HEX/PRO = polyhexanide +
diamidine (propamidine + hexamidine). CLX\+ HEX/PRO = chlorhexidine + diamidine.

Our results are in agreement with the case reports and retrospective studies
regarding the median duration of treatment [36,69]. However, the addition of a
diamidine does not\reduce the duration of treatment for cured patients. This
may be due to”an incompatibility between the cation chlorhexidine and the
anions presént in the excipients of Brolene® and Desomedine® eye drops,
especially“the ‘chloride ions. This was described in a retrospective study in
2021: Three .patients were treated with biguanide monotherapy and 32 with
biguanide combined with diamidine with follow-up times of 20.2 + 28.7
months and 20.4 + 30.3 months respectively [127]. This article was not included
in‘our meta-analysis because there were no details of the nature of the
treatments in each patient group. In our metanalysis, the treatment time is
longer than in the randomized studies [30,49] without significant treatment
duration in the randomized study between CLX and PHMB monotherapy [30].
This could be due to the more elaborate diagnostic method and the more
rigorous follow-up of patients in this type of study. In addition, a short
treatment could lead to an increased risk of recurrence.

3.2.3 Visual acuity recovery

From 143 patients for whom the individualized data were available, the
median VA difference before and after treatment was 0.333 (IQR, 0.000-0.714).
VA difference was 0.475 (IQR, 0.259-0.810) with CLX as monotherapy and was
comparable to 0.391 (IQR, 0.000-0.750) with PHMB alone (p = 0.076). Best VA
difference was 0.484 (IQR, 0.000-0.800) for PHMB + CLX but there was no
significant difference with CLX combined with diamidine which was 0.229
(IQR, 0.000-0.330) (p = 0.11).

These results are in line with those expected. CLX and PHMB appear to be
effective in the literature. It is therefore logical that VA is improved after the
cure. However, it is known that for a number of healed patients, the VA
recovery is insufficient due to corneal scarring caused by the infection, and that
keratoplasty is usually required [41,128]. Consequently, it is difficult to
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consider the recovery of visual acuity as a measure of the effectiveness of the
therapy.

3.3 Total data

Based on our results showed Table 4, a total of 608 patients were treated.
The average age was 30.3 = 10.9 years, the sex ratio male/female was 0.909.
Most of the patients were contact lens wearers (75.12 %), 14.33 % underwent
keratoplasty (n = 87) and 4.12 % (n = 25) had bilateral keratitis. The rate of
bilateral keratitis is in line with the literature (about 4 % in our meta-analysis
versus 5 %). The rate of contact lens wearers is lower than in the literature (70
% versus 90 %). This may be due to the lack of data in some studies that do not
specify the number of patients wearing lenses. However, this confirms that
amoebic keratitis mainly affects contact lens wearers. The cure’rate was 90.12 %
and the mean duration of treatment was 5.2 + 2.3 months. The'mean difference
in visual acuity before and after treatment was 0.379 +.0.498 with-a mean VA
before treatment of 0.226 + 0.200 and a mean VA dfter treatment of 0.604 +
0.223. The average follow-up time between both VA measurements was 6.5 +
2.9 months. Based on average age and sex ratio, it iswalso a condition that
principally affects young adults and slightly|moretwomen. Lens wearers are
more common in younger populations, including women, which may explain
this difference [46].
The clinical results of our meta-analysis confirm the in vitro studies showing
the efficacy of these moleculés’without significant difference between
medications. A 1994 in vitro study'showed that after 48 h of incubation, PHMB
and CLX had minimum cysticidal concentrations (MCC) well below 20 ug/mL,
with eye drops generally concentrated at 200 pg/mL [21]. Another in vitro
study from 2002 showed, that after 24 h of incubation, PHMB and CLX had
MCCs of 3.2 + 0.5 pg/mLyand 26.7 + 174 ug/mL respectively [29]. When
researching and-reading the articles, we found differences in the quality of the
data. Prospective’ randomized studies and retrospective studies define the
study criteria, but,individual data is too often missing so it is impossible to
obtain standard ‘deviations. The case reports generally provided very detailed
individual‘data:” According to our results, treatment with chlorhexidine 0.02 %
or. polyhexanide 0.02 % eye drops are also effective (cure rates and mean
durationsnot significantly different). Our study did not consider the frequency
of administration or the improvement in prognosis with early management.
These parameters could have an influence on the patient's recovery.

Table 4. Number of patients in each type of study (individualized or grouped data). SD
= Standard deviation.

number of mean age * sex ratio Contact lens number of
patients SD, years (male/female)  wearers (%)  bilateral keratitis
(%)
Individualized data 211 30.2+13.9 0.69 (75/109) 165 (78.2 %) 18 (8.5 %)
Grouped data 397 29.2+73 1.08 (156/144) 291 (73.3 %) 7 (1.8 %)

5. Conclusion

With the results of our meta-analysis, CLX can be considered as an
alternative to PHMB with similar efficacy according to the parameters studied
(cure rate, treatment time and VA recovery). However, toxicity was not
investigated in this study. These results support the preparation and the study
of the physicochemical stability of a CLX digluconate ophthalmic formulation.
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6. Patents
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Discussion générale

I.  Synthése des résultats

Notre méta-analyse a montré que le taux de guérison des patients avec un traitement comportant de
la CLX en monothérapie ou associée a une diamine (propamidine ou hexamidine) était comparable
a celui du groupe dont le traitement comportait du PHMB en monothérapie ou associé a une
diamine. En associant biguanide et diamine, les taux de guérison n’étaient pas non plus
significativement différents d’un traitement par biguanide seul. Le taux de guérison du groupe traité
par PHMB et CLX combinés n’était pas significativement différent des autres. Cependant, pour les
patients guéris, la durée du traitement était significativement plus courte avec la CLX en
monothérapie comparée au PHMB en monothérapie ou comparée a la CLX associée a une diamine.
Concernant la différence d’acuité visuelle avant et aprés traitement, aucune différence significative

n’a été mise en évidence entre les groupes de traitement étudiés.

Il. Discussion des résultats

Le taux de guérison global de notre étude (90,12 %) est conforme a celui retrouvé dans la littérature
scientifique (32,55,88). En outre, la seule étude randomisée comparant CLX et PHMB en
monothérapie ne montrait pas de différence significative concernant le taux de guérison ni
concernant la durée du traitement contrairement a notre travail (55). De plus, nous attendions pour
I’association PHMB + CLX a obtenir un taux de guérison supérieur aux autres groupes de
traitements étudiés, par synergie d’action entre les deux molécules, mais aucune différence
statistiquement significative n’a été mise en évidence. Cela peut s’expliquer par une utilisation de
cette association pour les KA compliquées, plus difficiles a traiter (89,90). En associant une diamine
a la CLX, le taux de guérison n’est pas amélioré et la durée du traitement est rallongée : une de nos
hypothéses est une possible interaction avec le Brolene® et la Désomédine® qui contiennent des
ions chlorures dans leurs excipients. En effet, la CLX qui est un cation, présente une incompatibilité
physico-chimique avec certains anions comme les chlorures ou les hypochlorites. Il a en effet été
démontré que la CLX précipitait en présence d’ions chlorures, ce qui pourrait expliquer une
diminution de I’efficacité (91). Une autre hypothése est une amélioration de 1’efficacité du PHMB
en présence de diamine, permettant d’obtenir des temps de traitement comparables a ceux obtenus
avec la CLX seule. Nos résultats sont en accord avec les durées de traitement retrouvées dans les
études de cas et études rétrospectives (88,92). Toutefois, les durées de traitement constatées dans les

études randomisées sont bien inférieures (55,67). On pourrait expliquer cela par le suivi plus
41



rigoureux des patients inclus dans ce type d’étude ou, dans certains cas, par une méthode de
diagnostic et de suivi novatrice.

La récupération de I’acuité visuelle des patients dans les différents groupes est en adéquation avec
ce qui était attendu : les collyres composés de biguanides étant efficaces pour traiter la KA, il est
donc logique de retrouver une augmentation moyenne de 1’acuité visuelle aprés traitement.
Cependant, malgré la guérison de I’infection, il est plus difficile de considérer ce parametre pour
comparer 1’efficacité des collyres sur une KA, car certains patients guéris (par éradication des
parasites) n’ont aucune amélioration aprés traitement a cause des sequelles et ont souvent recours

dans ce cas a une keratoplastie (93,94).

I11.  Limites du travail expérimental

Pour cette méta-analyse, les résultats sont basés sur 211 patients pour lesquels les données
individualisées étaient disponibles. Les résultats concernant la durée du traitement sont basés sur
171 patients guéris parmi ces 211 individus. Pour ’acuité visuelle, les résultats étaient disponibles
de maniere individualisée chez 143 patients. Les résultats complémentaires de 397 patients seront
ajoutés prochainement a cette méta-analyse grace aux études dont les données sont groupées.

Nous n’avons pas abordé les résistances au traitement par biguanide dans cette méta-analyse, mais
en réalisant notre revue de la littérature, il a été mis en évidence que des cliniciens avaient traité
avec succes des KA résistantes grace a des concentrations plus importantes en biguanides (jusqu’a
0,06 %) sans effets indésirables majeurs (95-98). Une autre possibilité mise en avant est
’association de PHMB et CLX qui a montré son efficacité avec tolérance acceptable (67,90,99). En
cas de résistance aux biguanides, des molécules de deuxiéme ligne qui ont montré une efficacité
clinique peuvent étre administrées : c¢’est le cas du voriconazole en collyre a 1 % (67,68) ou per 0s
(69) et de I’itraconazole per 0s (72). Notre méta-analyse n’a pas étudié 1’effet de ces antifongiques
sur le traitement de la KA, que ce soit en monothérapie ou associés aux biguanides.

Dans ce travail expérimental, nous n’avons pas pu évaluer I’efficacité des collyres en fonction des
concentrations administrées car trop peu de patients étaient traités avec des concentrations
différentes de 0,02 % pour les biguanides et 0,1 % pour les diamines (4,6 % du total soit 28
patients). Les concentrations administrées restent cependant superieures aux concentrations
minimales kysticides en ce qui concerne les biguanides et supérieures aux concentrations
amoebicide minimale des trophozoites concernant les diamines. L’efficacit¢é des autres
concentrations serait a évaluer. Les concentrations les plus hautes pourraient permettre de raccourcir
la durée du traitement avec un risque d’effets indésirables plus important tandis que les

concentrations plus basses, si elles sont efficaces pourraient diminuer ce risque.
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Cette meta-analyse n’a pas évalué la toxicité des biguanides et leur tolérance car les parametres
cliniques pour les évaluer sont des données parfois subjectives comme les douleurs ou les
démangeaisons. Les parametres étudiés sont différents en fonction des études (degré de cicatrisation
de la cornée, congestion du chémosis et de la conjonctive, kératite ponctuée superficielle), et trop
peu souvent décrits pour étre analyses statistiquement. Une étude randomisée pour comparer
I’efficacité de collyres de CLX par rapport a la natamycine pour traiter des kératites fongiques a mis
en évidence I’absence de toxicité¢ de la CLX pour des concentrations de 0,05 %, 0,1 % et 0,2 %
(82). Une étude in vitro sur des kératinocytes de cornée humaine a montré moins de toxicité de la
CLX par rapport au PHMB (83) pour une concentration de 0,02 % chacun. Toutefois, un cas
d’ulcére cornéen imputable a la CLX a été décrit en 2002 (100). Pour évaluer la toxicité d’un
collyre, le temps de contact est également important. Il est cependant difficile de réaliser un modele
in vitro si I’on veut prendre en compte le drainage et la dilution des substances présentes a la

surface de ’ceil par le flux lacrymal et via le canal lacrymonasal (101).

IV. Contexte local et ouverture

L’absence de spécialité disponible sur le marché pour traiter la KA conduit les PUI a préparer des
collyres pour éviter une impasse thérapeutique. La mise en ceuvre de préparations pharmaceutiques
stériles comme des collyres nécessite des locaux adaptés ainsi qu’un personnel qualifié et
disponible. Historiqguement, les collyres de PHMB étaient préparés a partir de matiere premiére a
usage pharmaceutiqgue (MPUP). Le PHMB sous forme de MPUP étant en rupture mondiale
d’approvisionnement depuis plusieurs années, il a donc été nécessaire de trouver des alternatives
pour éviter une perte de chance aux patients atteints de KA. Parmi les alternatives existantes, il est
possible de préparer des collyres de PHMB a partir de solutions antiseptiques et considérées comme
des dispositifs médicaux stériles. Or, dans ces conditions, les données concernant qualité de la
matiere premicre ne sont pas aussi fournies que s’il s’agissait d’une MPUP. Devant 1’urgence
thérapeutique, en I’absence d’alternative et en concertation avec les ophtalmologues du CHU de
Clermont-Ferrand, la balance bénéfices/risques a été jugée en faveur de la préparation d’un collyre
a partir de solution antiseptique a base de PHMB ayant le statut de dispositif médical stérile. Une
autre alternative envisagee a plus long terme serait la préparation de collyres de CLX a partir de la
MPUP. La mise au point d’une formulation de collyre, d’une méthode séparative pour quantifier
efficacement la CLX et la réalisation d’une étude de la stabilité physico-chimique pourrait
permettre, en fonction des résultats obtenus, de palier a la rupture de PHMB en proposant une
alternative thérapeutique. Dans de précédents travaux, nous avions réalisé une étude préliminaire de

la stabilité physique d’un collyre de digluconate de CLX dans du tampon phosphate. Nos résultats
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avaient montré la stabilité physique de ce collyre a température ambiante et réfrigerée pendant 2
mois. Ce travail a fait I’objet d’'une communication écrite au Congreés du GERPAC 2021 (disponible
en Annexe 1). Une étude de la stabilité physico-chimique de cette préparation reste cependant
nécessaire et devra faire 1’objet d’un futur travail. L’étude de ’efficacité in vitro d’un tel collyre sur

les amibes pourrait également s’avérer intéressante.
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Conclusion

La CLX semble étre une alternative au moins aussi efficace que le PHMB d’aprés les paramétres
étudiés : taux de guérison, durée de traitement et récupération de I’acuité visuelle. Néanmoins, notre
méta-analyse n’a pas étudié la toxicité des biguanides et les données cliniques sont peu nombreuses
concernant ce parameétre. Les données relevees dans la littérature et dans notre travail d’analyse
nous permettent de douter de 1’intérét d’associer un biguanide a une diamine, du moins en premiére
intention. L’efficacité in vitro d’un collyre de CLX comparé au collyre de PHMB pourrait faire
I’objet d’une étude par la suite. Enfin, une étude de la stabilité physico-chimique d’un collyre de
digluconate de CLX dont nous aurons mis au point la formulation est envisagée, en nous appuyant

sur nos précédents travaux concernant sa stabilité physique.

Le Doyen de I’UFR de Pharmacie, Le Président du jury,
Christiane FORESTIER Valérie SAUTOU
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i.es solutions de digluconate de chlorhexidine 0.02% n’ont présenté aucune instabilité physique stockées a

température ambiante ou réfrigérée dans le tampon phosphate ou le glucose 5% pendant 56 jours. Cela était
attendu, car aucun de ces diluants ne contenait d'ions chlorures qui sont incompatibles avec la chlorhexidine. Les
solutions de glucose étant des milieux plus favorables a la croissance bactérienne et présentant une acidification au

cours de I'étude, le meilleur diluant et la meilleure condition de conservation semblent &tre le tampon phosphate a
température ambiante. Cette étude préliminaire nécessiterait d'étre complétée par une étude physicochimique

compléte avant que toute conclusion soit faite sur sa stabilitéglobale.
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Résumé : La kératite amibienne est une pathologie infectieuse rare mais potentiellement cécitante.
Elle est causée par une amibe libre, Acanthamoeba spp. Ce protozoaire ubiquitaire possede la
capacité de prendre une forme Kkystiqgue qui lui permet de résister a des conditions
environnementales défavorables ainsi qu’a de nombreuses molécules. Il n’existe aucune spécialité
ayant une AMM (autorisation de mise sur le marché) dans cette indication en France ou dans le
monde, c’est pour cela que les collyres sont généralement préparés en PUI (Pharmacie d’usage
intérieur) au CHU. Devant le manque de données cliniques et le risque de rupture
d’approvisionnement concernant certaines matiéres premieres, nous proposons une synthese des
différents traitements médicamenteux existants, en rapport avec les données récentes de la
littérature scientifique. Notre travail s’appuie également sur une méta-analyse réalisée par nos soins
concernant les traitements de référence par collyre de digluconate de chlorhexidine ou PHMB
(polyhexaméthylene biguanide) a 0,02 % en monothérapie ou en association avec une diamine
(propamidine ou hexamidine) a 0,1 %. La chlorhexidine est une molécule efficace pour le
traitement de cette pathologie et s’avére étre une alternative au PHMB. Il convient d’envisager la
préparation d’un collyre de digluconate de chlorhexidine a la PUI dont la stabilité physico-chimique

sera étudiée et I’efficacité in vitro comparée a celle d’un collyre de PHMB.

Mots-clefs : kératite amibienne, chlorhexidine, polyhexaméthyléne biguanide

Abstract: Acanthamoeba keratitis is a rare but potentially blinding infectious disease. It is caused
by a free-living amoeba, Acanthamoeba spp. This ubiquitous protozoan has the ability to take on a
cystic form which allows it to resist unfavourable environmental conditions as well as numerous
molecules. There is no licensed anti-amoebic ophthalmic formulation for this indication in France
or in the world, which is why eye drops are generally prepared in hospital pharmacies. In view of
the lack of clinical data and the risk of supply shortages for certain raw materials, we propose a
synthesis of the various existing drug treatments, in relation to recent data from the scientific
literature. Our work is also based on a meta-analysis carried out by us concerning the reference
treatment with chlorhexidine digluconate eye drops or PHMB (polyhexanide) at 0.02 % as
monotherapy or in combination with a diamine (propamidine or hexamidine) at 0.1 %.
Chlorhexidine is an effective molecule for the treatment of this condition and seems to be an
alternative to PHMB. The preparation of a chlorhexidine digluconate eye drop at the hospital
pharmacy should be considered, its physico-chemical stability studied, and its efficacy compared
with that of PHMB eye drop.

Key words: Acanthamoeba keratitis, chlorhexidine, polyhexanide



