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Merci pour votre précieuse contribution a la réalisation de ce travail.
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Gros bisous a vous, je vous adore.

A KOUAMELAN HERVE JULES

Demeure toujours un bon peére pour tes enfants.
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A NOTRE MAITRE ET PRESIDENT DE JURY
Monsieur le Professeur MONNET DAGUI
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Sciences Pharmaceutiques et Biologiques
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> Directeur du Certificat d’Etude Spécialisé (CES) de Biochimie et de

Biologie moléculaire
» Pharmacien biologiste des hopitaux a l'Institut Pasteur d’Abidjan-Cocody
» Membre de plusieurs sociétés savantes
» Ancien Directeur de la Pharmacie de la Santé Publique (PSP)

» Ancien Directeur de I’Ecole Préparatoire des Sciences de la Santé (EPSS)

Cher Maitre,

Nous sommes marqués par votre grande modestie et trés sensibles a [’honneur que vous nous
faites en acceptant de présider notre jury de these.

En effet, heureuse d’avoir bénéficié de vos qualités d’enseignant méticuleux et rigoureux,
durant notre parcours universitaire, vous avez toujours suscité notre admiration.

Nous vous prions de trouver ici, cher Maitre, I’expression de notre profonde gratitude.
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A NOTRE MAITRE ET CO-DIRECTEUR DE THESE

Monsieur le Professeur MENAN EBY Ignace Hervé

» Professeur Titulaire de Parasitologie et Mycologie a I’UFR des Sciences

Pharmaceutiques et Biologiques d’ Abidjan
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» Président de la Société Ivoirienne de Parasitologie (SIPAM)
» Secrétaire Général adjoint de la Société Africaine de Parasitologie (SOAP)
» Vice-Président du Groupe scientifique d’ Appui au PNLP
» Membre du groupe frangais des « Experts de Biologie du VIH » ESTHER

» Membre du Comité National des Experts Indépendants pour la vaccination et les

vaccins de Cote d’Ivoire

» Membre du conseil scientifique de I’ Université FHB

Cher Maitre,

Nous avons découvert en vous un homme passionné du travail bien fait, un homme
constamment disponible. Nous avons été surpris par votre simplicité et votre approche
méthodique qui nous ont énormément facilité la tdche dans ces travaux de these.

Veuillez recevoir par ces quelques mots, cher Maitre, nos sinceres remerciements.
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A NOTRE MAITRE ET CO-DIRECTEUR DE THESE
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UFR Sciences de la Santé

» Membre de la Société Ouest Africaine de Chimie (SOACHIM)
» Membre du Réseau de Substances Bioactives Ouest Africain (ReSBOA)

» Membre de la Société de Chimie Thérapeutique de France (SCt France)

Cher Maitre,

Votre simplicité et votre amour pour le travail bien fait ont suscité en nous une trés grande
admiration.

Veuillez recevoir, cher Maitre, le témoignage de notre sincere reconnaissance et de notre
profond respect.
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A NOTRE MAITRE ET JUGE

Monsieur le Professeur AHIBOH Hugues Franck Thierno

» Professeur Agrégé de Biochimie a I’'UFR des Sciences Pharmaceutiques et
Biologiques de I’ Université Félix Houphouét-Boigny, Abidjan

» Docteur en Sciences Pharmaceutiques et Biologiques, option biochimie, Université
Félix Houphouét-Boigny, Abidjan

» Docteur en Pharmacie, Université de Cocody Abidjan

» Pharmacien-Biologiste, responsable de 1’Unité de biochimie du Centre de Diagnostic
et de Recherches sur le Sida et maladies opportunistes (CeDReS, CHU de
Treichville)

» Membre de la société savante Pharmaceutique de CI (SOPHACI)

» Ancien Interne des Hopitaux d’ Abidjan

Cher maitre,

Vos qualités pédagogiques et humaines forcent notre admiration. Nous avons voulu ce travail
empreint de votre esprit critique. Vos exceptionnelles qualités professionnelles et humaines

nous ont beaucoup touchées.

Veuillez recevoir chere maitre ma profonde gratitude et mon infini reconnaissance
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A NOTRE MAITRE ET JUGE

Madame le Docteur BARRO-KIKI PULCHERIE

» Docteur en pharmacie

» Maitre-Assistante de Parasitologie et Mycologie a I’'UFR des Sciences

Pharmaceutiques et Biologiques d’ Abidjan
» Pharmacienne hospitaliére a la pharmacie du CHU de Treichville

» Biologiste des hopitaux (CES de parasitologie-mycologie, CES de biochimie, CES
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» Ancienne Interne des hopitaux d’Abidjan (lauréat du concours 1994)

» Membre de la Société Ouest Africaine de Parasitologie

Cher Maitre,

La spontanéité avec laquelle vous avez accepté de siéger dans le jury de cette thése malgré
vos nombreuses occupations nous a ému.

Nous avons eu le privilege de bénéficier de vos enseignements et de vos conseils. Vos qualités
humaines et pédagogiques forcent notre admiration.

Permettez-nous, cher Maitre, de vous exprimer notre profond respect et notre gratitude.
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Les infections mycosiques sont des maladies provoquées par le
développement chez ’homme ou I’animal de champignons microscopiques
filamenteux ou levuriformes. On distingue les dermatophytoses dues aux
champignons filamenteux dont les localisations sont superficielles, cutanées
des levuroses de localisations profondes ou superficielles cutanéo-muqueuses,

causées par des champignons levuriformes[15].

En pathologie humaine, Candida albicans demeure ’espece de champignon
levuriforme la plus connue et la plus redoutable [14]. En effet, elle est a
I’origine de maladies graves pouvant engendrer un taux de mortalité élevé et
des surcolts d’hospitalisation, surtout chez les patients immunodéprimés (VIH,
diabete,cancers,etc.) [37, 49, 55]. Candida albicans est également responsable
de 42% de mycoses vaginales chez les jeunes femmes en activité sexuelle
[48].Les mycoses en général représentent 2 a 10% des infections opportunistes
chez les personnes vivant avec le VIH en Coéte d’Ivoire [10]. Par ailleurs, les
lésions cliniques évoluant sur un mode chronique majorent les difficultés
thérapeutiques [15]. De ce fait, la prise en charge thérapeutique de ces
infections est devenue un enjeu de santé publique par I’émergence de
nouvelles souches de Candida résistantes a la plupart des médicaments
antifongiques actuels [9, 18, 65]. Cette résistance fongique est plus alarmante
vis-a-vis des médicaments azolés antifongiques qui constituent la classe

thérapeutique la mieux tolérée et la plus utilisée [27,64].

Face a cette situation, plusieurs stratégies peuvent €tre envisagées, entre

autres :
- des mesures hygiéno-diététiques appropriées ;

- Tutilisation rationnelle des médicaments anti-mycosiques encore

efficaces au travers de bonnes pratiques de prescription et de dispensations ;

- la mise au point de nouveaux antifongiques plus efficaces.
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C’est autour de cette derniere stratégie que se situe I’objectif général

assigné a cette étude.

Il porte sur I’évaluation des activités antifongiques précis€ément anti-
Candida albicans de treize (13) dérivés benzimidazolyl-chalcones. Quant aux

objectifs spécifiques, il s’agira de :

- déterminer les diametres d’inhibition de 13 benzimidazolyl-chalcones

vis-a-vis d’une souche clinique de Candida albicans ;

- déterminer I'impact de modulateurs chimiques de type électrodonneur
présents dans la molécule des nouvelles chalcones dans 1I’amélioration

des activités anti-Candida albicans obtenues.

Aussi le présent travail se décline-t-il en deux parties :

- la premiere partie sera relative aux données de la littérature sur les
candidoses, les médicaments antifongiques, la résistance de Candida aux
médicaments existant déja ainsi que les méthodes d’évaluation de

’activité antifongique ;

- la deuxieme partie, de type expérimental, abordera successivement la
méthodologie d’évaluation des activités antifongiques, puis 1’analyse des
résultats obtenus, suivies de la discussion de type relations structure-
activité.

Elle s’achevera par la conclusion et les perspectives qui découlent du présent

travail.
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PREMIERE PARTIE :
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CHAPITRE 1 : LES CANDIDOSES

I. HISTORIQUE [25]

L’infection provoquée par Candida albicans est connue depuis
I’antiquité. Déja, HIPPOCRATE, au IV®™ siécle avant JC(Jésus-Christ),
décrivit les 1ésions buccales caractéristiques et leur association a une altération

sévere de 1’état général.
200 ans avant JC, GALIEN souligne leur fréquente survenue chez les enfants.

Au XVIII™ siecle, le traité européen de pédiatrie fait état de candidoses

buccales et gastro-intestinales.

A partir de 1839, LANGENBECK, BERG et BENNET présentent une
description plus ou moins fidele du champignon, mais n’établissent pas

toujours le rapport entre cet agent et la maladie candidosique.
Divers noms ont été proposés pour désigner ce champignon :
- En 1843, ROBIN fut le premier a utiliser le nom d’espece

albicans :Oidium albicans ;
- Pendant de nombreuses années, le nom de Monilia albicans caractérisa

ce champignon et celui de moniliase, la pathologie qui lui est associée.

En 1875, HAUSMAN démontre la pathogénicité de Oidum albicans pour les

voies génitales féminines.

En 1900, a coté des formes superficielles, des formes viscérales profondes ont
été décrites.
En 1923, BERKHOUT proposa le nom de genre Candida en remplagant celui

de Monilia, d’ou le nom de Candida albicans.
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En 1940, CASTELLANI décrit d’autres especes de Candida pouvant étre

pathogenes.
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I1. RAPPELS EPIDEMIOLOGIQUES

I1.1.Agents pathogénes

I1.1.1.Classification

Les especes du genre Candida sont des levures anamorphiques

(asexuées) classées parmi les Fungi imperfecti [3].

Selon la classification de LODDER [33], ces levures appartiennent au groupe
des Anascosporées, a la famille des Cryptococcacées, et a la sous-famille des

Cryptococcoidées.

D’aprées LODDER, le genre Candida comporte environ 81 espéces dont
actuellement une dizaine est reconnue pathogene pour I’homme en raison de

leur adaptation a la température de 37°C.

Les Candida sp. sont des levures saprophytes de I'homme, normalement

présentes dans le tube digestif.

Candida albicans et Candida glabrata sont des endosaprophytes naturels du
tube digestif, les autres especes de Candida (Candida tropicalis, Candida
parapsilosis, Candida kefyr, Candida krusei, Candida guilliermondii, etc)
peuvent survivre et se multiplier dans le tube digestif ; leur source est surtout
alimentaire. Selon DROUHET et al., 73 % des levures isolées au niveau buccal

sont représentées par Candida albicans [20].

Les autres especes sont également présentes dans le tractus uro-génital ou sur

la peau (en particulier Candida parapsilosis et Candida guilliermondii).

Candida albicans ne se trouve pas sur la peau dans des conditions normales.
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I1.1.2.Morphologie

Les especes du genre Candida forment des cellules 1évuriques arrondies
ou ovales avec un bourgeonnement typique (blastoconidies), ou fabriquent des
pseudo-hyphes. In vivo, sur coupe histologique d’organe, les especes du genre

Candida présentent simultanément deux formes : levures et pseudo filaments

[21].

Les formes levures de Candida sont caractérisées par des éléments

unicellulaires, ovalaires, mesurant 2 a 4 um de diametres.

Elles se reproduisent par bourgeonnement ou par production d’un véritable

mycélium ou d’un pseudo-mycélium.

Au laboratoire médical, la culture en boite de pétri des Candida donne
des colonies qui sont grandes, rondes, de couleur blanche ou créeme (‘albicans’

signifie 'blanchatre’).

I1.2. Sources d’infection

La contamination se fait souvent a partir de la souche (saprophyte)
hébergée par le malade. Cependant, il existe une possibilité de colportage en

milieu hospitalier par exemple [22].
Les sources endogenes constituent 1’essentiel des réservoirs d’infection.

Il peut s’agir d’un foyer digestif (mycose intestinale ou buccale) ou cutané
(onyxis et péri-onyxis), le genre Candida étant saprophyte de la peau, des

mugqueuses (vaginale, bronchique) et du tube digestif de I’homme.

Seule I'espece Candida albicans est un saprophyte exclusif des muqueuses,

contrairement aux autres especes.

Les sources exogenes telles que les objets ou les mains souillées

concernent surtout le personnel hospitalier lors de nombreuses manceuvres
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locales. Dans tous les cas, pour se développer, I'infection demande chez le
sujet une réceptivité particuliere, c’est-a-dire la présence d’un facteur

favorisant.

I1.3.Facteurs favorisants

Candida est saprophyte. Il existe chez I'hnomme sain dans les muqueuses

de la cavité buccale, de l'intestin et du vagin.

Les infections a Candida sont opportunistes, la levure devenant pathogene

quand certains facteurs favorisants sont présents [22].

I1.3.1.Facteurs favorisants généraux

- L’age: les enfants prématurés et les vieillards sont les plus exposés aux
candidoses, compte tenu de leur faible immunité vis-a-vis des infections

opportunistes.

- Certains €tats physiologiques, en particulier la grossesse, qui entrainent

également une déficience de I'immunité [1].

- Certains médicaments, notamment les antibiotiques, les corticoides, les
immunosuppresseurs, les psychotropes et les traitements favorisant la

sécheresse buccale comme les somniferes, les contraceptifs oraux.

- Le diabete sucré, responsable d’une augmentation de la quantité du

glycogene favorable au développement des candidoses.

- Les maladies malignes: certaines affections malignes, surtout
hématologiques (leucémies, maladie de Hodgkin, aplasie médullaire),

favorisent les candidoses.

- Le SIDA (syndrome d’immunodéficience acquise).
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I1.3.2.Facteurs favorisants locaux

- L humidité et la macération

Les intertrigos des grands plis sont en relation avec lhumidité, la
macération ou l'extension a la peau d'une candidose muqueuse digestive

ou génitale.

- L’acidité
Au niveau des mains, les modifications de cette barriere naturelle
résultent de contacts répétés avec l'eau, de traumatismes mécaniques ou

chimiques, tels que l'application de jus de citron sucré ou acide dans le

blanchiment de la peau.
- La chaleur, la transpiration et la mauvaise hygiene.
- Laradiothérapie.

- L'altération du revétement cutané (traumatisme cutané, briilure) favorise
I'invasion superficielle de la peau par Candida sp., le plus souvent

Candida albicans.
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III. MANIFESTATIONS CLINIQUES [13]

Deux types principaux de candidoses sont connus :

- les candidoses superficielles, cutanées et muqueuses ;

- les candidoses profondes qui se retrouvent chez les sujets immunodéprimés,

en particulier les malades infectés par le VIH.

II1.1.Candidoses superficielles

Les candidoses cutanéo-muqueuses sont le plus souvent aigués et
subaigués. Elles se développent dans quatre sites préférentiels (au niveau

cutané, au niveau des ungéal, bucco-digestif et génital).

II1.1.1.Candidoses cutanées [22]

Elles se développent dans les zones de transpiration, comme ['aine, les

aisselles, les zones interdigitales et sur les endroits briilés ou écorchés.

» Intertrigo des grands plis

Il peut se rencontrer au niveau de tous les grands plis: inter fessiers,

inguinaux, sous-mammaires et replis abdominaux, creux axillaires.
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Figure 1 : Intertrigo inguinal candidosique

(Source : phototheque service de dermatologie du CHU de Treichville, 2013)

» Intertrigo des petits plis

Il concerne les espaces inter orteils (3™ et 4°™ espaces surtout).

L’atteinte des espaces interdigitaux des mains est rare.

I11.1.2.Candidoses des ongles [22]

Candida pénetre par la sertissure de l'ongle et provoque les onyxis qui
s’observent essentiellement aux mains. L'onyxis est accompagné de péri
onyxis. L atteinte typique débute par un péri onyxis avec atteinte secondaire de
I’ongle. L’évolution subaigué peut aboutir a une onychomycose totale. Un

second type d’atteinte est I’onycholyse primitive d’apparition brutale.
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Figure 2 : Onychomycose candidosique

(Source : photothéeque service de dermatologie du CHU de Treichville, 2013)

I11.1.3.Candidoses digestives [22]

Les candidoses digestives qui font partie des candidoses superficielles
constituent une des portes d'entrée des candidoses viscérales profondes surtout

chez les sujets a risque.

» Candidoses buccales

Les candidoses de la cavité buccale autrement dit de la sphere
oropharygée se divisent en quatre formes cliniques notamment les formes
hyperplasiques, érythrémateuses, pseudomembraneuses, candidoses de la

commissure labiale. Ainsi distingue-t-on :

- le muguet ou forme pseudo membraneuse caractéris€é par un enduit
blanchatre sur la langue, la face interne des joues, le voile du palais, le
pharynx. La langue est recouverte d’un enduit pseudomembraneux
blanchatre. L’atteinte diffuse est généralement précédée par 1’apparition
de granulations blanchatres reposant sur une langue rouge et qui

évoluent vers la confluence [8].
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Le raclage avec un abaisse-langue détache I’enduit et fait saigner la
muqueuse. Le muguet ou stomatite aigué est fréquent chez le nourrisson
et chez le sujet immunodéprimé, en particulier lorsqu'il est infecté par le

VIH au stade SIDA ;

- La perleche, qui présente une fissuration des commissures labiales a fond

blanchatre parfois crofiteuse.

Figure 3 : Muguet et perleche

(Source : phototheque service de dermatologie du CHU de Treichville, 2013)
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- La glossite érythémateuse, qui est une des formes les plus fréquentes de
candidose linguale avec une langue érythémateuse lisse, vernissée, siege
de brilures, en particulier lors de 1’alimentation [39] ;

- La stomatite (des dentiers) est une inflammation chronique qui concerne
les sujets porteurs de prothese dentaire. Elle se traduit par un érythéme
avec cedeme de la volite palatine au niveau du point d’appui de I’appareil
digestif. La langue noire qui est une manifestation tres évocatrice de

I’origine candidosique.

Ce symptome s’observe notamment au cours d’une antibiothérapie et/ou
chez les sujets atteints d’affections malignes hématologiques ou

lymphatiques.

Les 1ésions comportent une hypertrophie des villosités (langue noire villeuse)

et leur pigmentation en noire par oxydation.

» Candidose esophagienne

Les candidoses de 1’cesophage accompagnent souvent l'infection causée
par le VIH. L'endoscopie montre un muguet cesophagien.
L’association d’une candidose buccale peut faire défaut, rendant difficile le
diagnostic étiologique de cette cesophagite.
Les symptomes habituels sont, en prédominance, la dysphagie douloureuse et
les douleurs rétro sternales quasi constantes ; des nausées, des vomissements et

des hémorragies peuvent s’y associer [22].

» Candidoses anales

L’atteinte ano-rectale se traduit par une sensation de briilure, un prurit et

souvent un intertrigo péri-anal et inter fessier.
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Chez le nourrisson de moins de six mois, une candidose du siege est souvent

associée a une infection bactérienne [23].

I11.1.4. Candidoses génitales

II1.1.4.1. La forme typique

L’incidence de la pathologie est élevée (20% des leucorrhées) [30].
Les manifestations cliniques caractéristiques associent :

- Leucorrhées abondantes, épaisses, blanchatres, grumeleuses, qui
rappellent le lait caillé et qu'on qualifie de caillebottées. Elles sont

inodores ;

- Prurit vulvo-vaginal, quasi-constant. Lorsque le prurit est intense, il
entraine des lésions de grattage au niveau de la vulve. Ces lésions

sont responsables de brlilures vulvo-vaginales et mictionnelles ;

- La dyspareunie et la dysurie sont €galement retrouvées dans certains

cas.
A I’examen physique, on observe parfois :

- Une vulve inflammatoire avec un cedeme et la présence possible de
fissures de plis inter labiaux. On note une atteinte des plis cutanés
adjacents avec une collerette épidermique péri Iésionnelle

caractéristique ;

- Une muqueuse vaginale rouge vive, fragilisée et pouvant saigner au
contact. Dans les formes hydrorrhéiques, on note la présence de

leucorrhée caractéristique en petit amas, parfois plus liquide ;

- Un col inflammatoire, ou siegent parfois des Iésions érosives.

I11.1.4.2.Les formes récidivantes

N’DJA France Alida DIPLOME D’ETAT DE DOCTEUR EN PHARMACIE 47



Le caractere récidivant est suspect devant la répétition des signes
cliniques et des preuves mycologiques. Quatre récidives par an pour la plupart
des auteurs et avec preuves mycologiques au moins a deux reprises, sont les

criteres indispensables pour affirmer le caractere récidivant de la mycose [63].

Ces formes récidivantes sont souvent le fait de traitement de durée insuffisante,
de résistance de certaines levures aux antifongiques utilisés, ou encore le fait

de ré-infestation.

I11.1.4.3. Les formes associées

De nombreuses associations entre Candida et d’autres germes ont été
relevées. Elles sont importantes a considérer car elles peuvent géner la

thérapeutique.
Le Candida peut étre associé : [19]

- Aux germes bactériens : les associations Candida/bactéries sont assez

fréquentes. DOUCHET et al. trouvent des associations allant de 3 a 20% ;

- Aux parasites : les associations avec ceux-ci sont plus rares. L’association

avec Trichomonas vaginalis est assez faible, de 2 a 5%.

I11.1.4.4. Les complications

Les complications d’une mycose vaginale sont exceptionnelles.
Cependant, elles paraissent plus fréquentes chez les gestantes, et elles sont a
craindre car le nouveau-né pourrait faire une candidose localisée voire

généralisée.

On peut observer des urétrites, des cystites, des salpingites a Candida [30].
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I11.1.4.5. Les candidoses génitales chez I’homme [57]

Chez 1'homme, la candidose génitale est souvent li€e a des irritations
locales répétées ou chroniques faisant le lit de l'infection lors des rapports avec
une partenaire infectée ou a l'existence d'un diabete qui doit étre recherché par

principe.

L'homme souffre de balanites et de balanoposthites, parfois compliquées
d'urétrites. L'infection débute dans le sillon balano-préputial par un érytheme

plus ou moins suintant, exulcéré, recouvert d'un enduit blanchétre.

Elle s'étend au prépuce et au gland qui est parsemé de petites papules

érythémateuses ou de papulo-pustulettes.

Cette phase aigué peut se compliquer d'cedemes et de philmosis. Prurit et

picotements sont les symptomes habituellement associés.

II1.2. Les candidoses profondes ou candidoses systémiques et

disséminées
D’origine endogene (foyer digestif) ou exogene (a partir d'un
traumatisme vasculaire, cathéter), les candidoses systémiques peuvent se
manifester dans tous les organes (reins, coeur, poumons, yeux, systeme
nerveux, peau), bien que les localisations rénales soient les plus fréquentes.

Elles touchent les personnes souffrant de neutropénie et sont souvent mortelles

[57].

Les candidoses ostéoarticulaires sont dues au développement de Candida
albicans,Candida tropicalis et de Candida parapsilosis dans les os, les

articulations et le tissu péri articulaire [57].
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IV. DIAGNOSTIC BIOLOGIQUE DES CANDIDOSES

Les symptomes cliniques suffisent souvent a poser le diagnostic des
candidoses superficielles a savoir: cutanées, génitales, ungéales et bucco-
digestif. En cas de doute, on procede au diagnostic mycologique. Quant aux

candidoses profondes, le diagnostic repose sur les bases immunologiques.

IV.1. Diagnostic mycologique

IV.1.1. Prélevement

Le Prélevement des muqueuses se fait en frottant les 1ésions avec 2 écouvillons
stériles humidifiés a I'eau distillée stérile (un pour I'examen direct, 1'autre pour
la culture). Dans le cas des lésions membraneuses de la muqueuse buccale :
détacher les membranes avec une curette. Quant au prélevement de la
muqueuse vaginal, il se fait apres la pose d’un spéculum non lubrifié, au niveau

du cul-de-sac postérieur du vagin par écouvillonnage.

Lorsque le matériel biologique est constitué de la peau, il faut gratter les
I€sions avec une curette tranchante ou un vaccinostyle. Pour les ongles, on
coupe des fragments d'ongle pour la culture, puis on préleve de la poudre au
niveau du lit de 'ongle pour I'examen direct.

Dans le cas des périonyxis on presse le bourrelet érythémateux, et on préleve

les sérosités a 1'écouvillon.

IV.1.2. Examen direct

L’observation entre lame et lamelle du matériel biologique dans une
goutte de sérum physiologique stérile (apres traitement par la potasse a 20 %

afin d’éclaircir la préparation, des squames et phaneres) permet une orientation
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rapide du diagnostic. Les levures apparaissent sous forme arrondie ou ovalaire,
de 4 um a 8 um, éventuellement bourgeonnantes. La présence de filaments
oriente vers les especes capables d’en produire (C. albicans) et €limine d’autres
especes (C. glabrata) incapable de filamenté. Les levures sont également

visibles sur des frottis colorés au MGG ou au Gram (les levures sont a Gram

positif).

Figure 5: Levures et filaments (mycélium)

IV.1.3. Isolement des levures
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Pour I’'isolement des colonies de levures, la culture se fait sur différents

milieux :

Le milieu Sabouraud gélosé sans antibiotique.

Cest le milieu de référence des champignons pathogeénes ou

saprophytes. Mais, il n’est pas a I’abri de contaminants bactériens.

Le milieu Sabouraud gélosé additionné d’antibiotique a large spectre

(Chloramphénicol) ou milieu SC.

L’addition de chloramphénicol permet d’éliminer certaines bactéries

associées.

Le milieu Sabouraud gélosé avec antibiotique (Chloramphénicol) et

antiseptique (Actidione) ou milieu SAC.

Ce milieu permet déja un début d’identification des levures car
I’ Actidione inhibe la croissance de certaines especes de Candida. Les
produits pathologiques sont ensemencés sur ces milieux, coulés en plan
incliné ou sur une boite de pétri par un ensemencement en strie ou en

point. Puis, on incube a I’étuve 37°C.

La lecture se fait au bout de 24 a ‘48heures.

IV.1.4. Identification des levures

IV.1.4.1. Examen macroscopique des colonies

Apres 48 heures environ et a 37°C, on obtient des colonies crémeuses,

luisantes ou mates, de couleur blanchatre.

L’identification traditionnelle des levures s’effectue a 1’aide de criteres

phénotypiques, comme la formation d’un pseudomycélium sur milieu pauvre,
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de chlamydospores, et 1’assimilation ou la fermentation de certains sucres a

I’aide de galeries d’identifications commerciales.
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Figure 6 : Aspect macroscopique des levures en culture

IV.1.4.2. Test de blastéese ou test de filamentation en sérum ou
encore test de TASHDJIAN

Le but est d’obtenir des levures du genre Candida, des tubes germinatifs
au bout de 3 heures a 37°C dans un sérum humain ou animal frais.

Une suspension homogene d’une a deux colonies de levures de primo
isolement sur le milieu de Sabouraud est réalisée dans 0,5 a 1 ml de sérum
humain ou animal frais.

Apres 3 heures d’incubation a 37°C a I’étuve, on examine une a deux gouttes
de suspension au microscope optique.

- S’il y a formation de tube germinatif de longueur (L) égale a au

moins trois fois le diametre de la forme levure, il s’agit de

Candida albicans ;

- Si I'on observe des levures bourgeonnantes ou des tubes
germinatifs courts (L<3D), on a alors des levures du genre

Candida, mais pas I’espece albicans ;

- Si I'on note I’absence de bourgeonnement (L=0), la levure

n’appartient pas au genre Candida.
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En résumé, le test est considéré comme positif, si 70% des levures présentent
un tube de germination flexueux dont la longueur atteint au moins trois fois

celle du diametre de la levure [7].

IV.1.4.3. Test de chlamydosporulation

Il se fait sur des milieux relativement pauvres en éléments nutritifs tels que :
- le milieu RAT (riz, agar-agar, tween 80) ;
-le milieu PCB (pomme de terre, carotte, bile).

Le principe est basé sur la production de chlamydospores en milieu pauvre,

créant ainsi des conditions difficiles de survie du champignon.

On obtient de grosses spores terminales ou intercalaires a paroi épaisse portées

par des filaments. Ce sont des formes de résistance des levures.

En pratique, le milieu est coulé dans des boites de Pétri de 55 mm de
diametre. On réalise une suspension d’une colonie de levures dans 1 ml d’eau
distillée stérile.

Une goutte de cette suspension est déposée au centre de la boite de pétri et est
recouverte d’une lamelle stérile. La boite est examinée par transparence apres
24 a 48 heures d’incubation a 27°C.

Si I’observation au microscope montre :

- L’absence de pseudo mycéliums et de chlamydospores, la levure

n’appartient pas au genre Candida ;

- La présence de pseudo mycéliums sans chlamydospores faisant environ
15 um de diametre et ayant une paroi épaisse réfringente, la levure

correspond au genre Candida ;

- La présence de pseudo mycéliums et de chlamydospores, la levure est

identifiée comme étant Candida albicans.
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IV.1.4.4.Tests biochimiques

Ils permettent une identification plus spécifique des différentes especes :
- T’auxanogramme ou test d’assimilation des sucres et des bases azotées ;
- le zymogramme ou test de fermentation des sucres.

En outre, on peut utiliser la sensibilit¢ de la souche a I’actidionne et la
réduction des sels de tétrazolium. Il existe sur le marché de trés nombreux
types de galeries proposant des clés d’identification informatisées (systeme

API 32C°, Fungiscreen®, Auxacolor®) [7].

IV.1.4.5. Sérotypage

Il existe chez I’espece Candida albicans deux sérotypes: A et B,

correspondant a des structures antigéniques de surfaces différentes [22].

Les sérotypes peuvent étre identifiés par agglutination avec des sérums mono-

spécifiques. L intérét est épidémiologique, biochimique et thérapeutique.

Un sérotype AB a cependant ét€ observé par OUHON et al. lors d’une étude
effectuée a Abidjan [52].

IV.2. Diagnostic immunologique

Dans les atteintes viscérales, le diagnostic se fait :

- Soit par la recherche d'anticorps avec les méthodes d’électrosynérese,

d’immunodiffusion, d’électroimmunophorese et d’ immunofluorescence ;

- Soit par la recherche d'antigenes circulants (chez les immunodéprimés).
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CHAPITRE 2 : LES MEDICAMENTS ANTIFONGIQUES ET
RESISTANCES

I - LES MEDICAMENTS ANTIFONGIQUES

I-1-Définition

Le traitement des candidoses fait appel a des antifongiques. Ce sont des
médicaments capables d’inhiber spécifiquement les différents champignons
isolés en mycologie médicale et responsables de lésions plus ou moins graves.
Plusieurs familles médicamenteuses sont utilisées dans la chimiothérapie des
candidoses. Parmi celles-ci, on dénombre : Les macrocycles polyeniques, les
fluoropyrimidines, les azol€s, les échinocandines, les allylamines,les ciclopirox

et les morpholines.

I-2-Différentes familles d’antifongiques

I-2-1-Macrocycles polyéniques

Ils constituent une classe de médicaments antifongiques a pouvoir
fongistatique aux doses thérapeutiques et fongicides a fortes doses. Ils sont
obtenus par fermentation des souches bactériennes du genre streptomyces et
sont caractérisés par un nombre variable de doubles liaisons dans leur

structure. Seuls deux représentants sont utilisés actuellement en thérapeutique :

» la Nystatine A,

» 1’ Amphotericine B.
Les polyenes interagissent avec les stérols membranaires des cellules
antifongiques pour former un complexe qui conduira a la lyse de la cellule et
partant,a la mort du champignon microscopique. Ils ont un spectre
d’actionantifongique tres large, actif vis-a-vis des champignons pathogenes tels

que le genre Candida, Aspergillus et Cryptoccocus [9,65].
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[-2-2-Fluoropyrimidines

Ce sont des antifongiques a spectre €troit, ayant une activité inhibitrice
sur de nombreuses especes de levures, notamment les genres Candida,
Cryptoccocus et Aspergillus. Ce sont des dérivés 5-fluorés de la pyrimidine. Le
seul représentant en thérapeutique antifongique est la 5 flurocytosine qui est un
analogue structural de la cytosine.

La 5 fluorocytosine est fongistatique a dose thérapeutique et fongicide a dose
élevée. Elle agirait comme une prodrogue qui serait transportée dans la cellule
fongique grice a une cytosine perméase avant d’étre transformée en 5 fluoro
uracile, substance active par une cytosine désaminase. La 5 fluoro uracile
obtenue se comporterait ensuite comme un faux substrat qui se substitue a
I’uracile dans la biosynthese des ARN fongiques,ce qui aboutirait au blocage

de la synthese protéique et de la multiplication cellulaire [9,65].

1-2-3-Azolés antifongiques

Les azolés antifongiques constituent une famille relativement homogene
d’antifongiques de synthese totale, possédant des activités thérapeutiques de

nature fongistatique. Ils sont représentés par deux groupes chimiques :

» les imidazolés (deux atomes d’azote) : miconazole, ketoconazole ;

» les triazolés (trois atomes d’azote) : fluconazole, itraconazole.
Les azolés antifongiques agiraient au niveau des stérols membranaires en
bloquant la biosyntheése de I’ergostérol par suite de I’inhibition de la 14a-stérol
demethylase enzyme a cytochrome p450 a I’origine de la transformation de
lanosterol en ergostérol indispensable a la membrane des champignons. Ils
présentent un spectre d’action large incluant les levures du genre Candida sauf
Candida glabrata, les champignons dimorphes, Cryptococcus neoformans, les

dermatophytes et le genre Aspergillus [9,41,65].
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1-2-4-Echinocandines

Les échinocandines sont des lipopeptides d’origine naturelle et
d’hémisynthese a activité fongicide issues de la fermentation de plusieurs
especes de champignons, notammentAspergillus rugulovalvus et Zalerion
arboricola. 1ls agissent au niveau de la paroi fongique par inhibition de la
synthese de la B-(1,3)- D-glycane, composant essentiel de ladite paroi qui
assurent le maintien de son intégrité et de sa rigidité.Les échinocandines sont
actifs sur les champignons d’intérét clinique tels que Candida sp.etAspergillus
sp. Ils sont,en revanche,peu actifs sur Cryptoccocus neoformans.

Les molécules actuellement utilis€és en thérapeutique sontla Capsofungine,la

Micafungine et I’ Anidulafangine [9,65].

I-2-5-Allylamines

Les allylamines sont des antifongiques fongistatiques ayant dans leur
structure une entité allylamine tertiaire liée a un support de type arylalkyle par
I’intermédiaire d’un chainon mono carboné. Le seul représentant actuellement
utilisé en thérapeutique humaine est la terbinafine. Cette famille agirait par
inhibition réversible et compétitive de la squalene epoxidase, enzyme
responsable de la cyclisation de la squalene en lanostérol. La dépletion en
ergostérol qui en résulte et I’accumulation du squaléne affectent la structure de
la membrane antifongique a l’origine de la mort du champignon. Les
allylamines ont un spectre d’action relativement étroit orienté vers les

dermatophytes et Candida albicans [9,65].

[-2-6-Ciclopirox

Le ciclopirox est un antifongique a pouvoir fongicide. Il possede dans sa
structure une entité de type-2-pyridinone. Sa forme d’utilisation la plus
fréquente est la ciclopiroxolamine, qui est un sel du ciclopirox et du 2-

aminoethanol. Le ciclopirox et la ciclopiroxolamine sont les seuls représentants
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utilisés en thérapeutique humaine. Les ciclopirox entraineraient des
perturbations au niveau du métabolisme des champignons, notamment la
respiration cellulaire, la syntheése de I’ATP et I’inhibition de 1’absorption
cellulaire de 1’acide aminé, des ions phosphates et potassiums a 1’origine de la
mort du champignon. Ils ont un spectre d’action relativement étroit orienté vers
les levures du genre Candida, exceptés Candida glabrata et les

dermatophytes[27,64].

[-2-7-Morpholines

Les morpholines constituent une classe chimique d’antifongiques de
synthese totale a action fongistatique et fongicide. Ils possedent dans leur
structure un motif de type dimethyl-morpholine. L’amorolfine est actuellement
le seul représentant utilisé en thérapeutique humaine. Il agirait par inhibition
successives de la Cl4 stérol reductase et A™® isomerase, deux enzymes
impliquées dans la synthese de I’ergostérol. L’amorolfine a un spectre étroit
orienté vers les levures du genre Candida, exceptées Candida glabrata et les

dermatophytes [9,65].
Autres classes chimiques d’antifongiques

Benzohydrofuranes

Le seul représentant en thérapeutique antifongique est la griséofulvine.
Il s’agit d’un antifongique, fongistatique, d’origine naturelle et obtenu par
fermentation de diverses souches de Peniccillium dont Peniccillium
griséofulvium. Elle agirait par inhibition de la mitose cellulaire au niveau des
microtubules fongique. Le spectre d’action est strictement limité aux

dermatophytes [9,65]. Il n’a donc aucune action sur les Candida.

Thiocarbamates

Cette famille d’antifongiques possede dans leur molécule respective une
entité thiocarbamate reliée a deux groupes aryles de nature aromatique ou
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hétéroaromatique par I’intermédiaire d’un atome d’azote et d’oxygene. Le seul

représentant utilisé actuellement en thérapie humaine est le Tolnaftate [9,65].

Le tolnaftate agirait comme les allylamines par inhibition réversible et
compétitive de la squalene epoxidase, enzyme responsable de la cyclisation du
squalene en lanostérol. La dépletion en ergostérol qui en résulte, associée a
I’accumulation du squalene, affecte la structure de la membrane fongique a I’

origine de la mort du champignon [9,65].

II- RESISTANCES AUX ANTIFONGIQUES

Malgré leur diversité, 1'efficacité des molécules antifongiques est limitée
par 1'émergence de souches résistantes. En effet, ces souches développeraient
des stratégies pour échapper a I’action des antifongiques sous 1’effet de divers
facteurs. Ainsi, nous exposerons les facteurs et mécanismes de résistance mis

en jeu dans chaque classe d’antifongiques.

I1.1.Définition

La résistance aux antifongiques se définit comme étant 1’insensibilité
d’une souche fongique a un ou plusieurs antifongiques. La souche fongique
résistante est capable alors de supporter des concentrations d’antifongiques
supérieures a celles qui inhibent le développement de la majorité des souches
de la méme espece. Cette résistance peut €tre primaire (intrinseque) ou
secondaire (acquise) [34].

La résistance primaire est celle que développe une souche fongique a 1’égard
d’un antifongique sans jamais avoir été en contact avec celui-ci. Autrement dit,
il s’agit d’une insensibilité existant naturellement chez tous les champignons
d’un méme genre ou d’une méme espece. Elle fait partie généralement du

patrimoine génétique normal du champignon. C’est par exemple le cas de la
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résistance de Candida krusei au Fluconazole et celle du Cryptococcus
neoformans aux échinocandines.

La résistance secondaire est développée par une souche de champignon a
I’égard d’un antifongique auquel elle était auparavant sensible. Cette résistance
ne touche que certaines souches au sein d'une espece et peut étre due a une
mutation ou a I’altération d’un gene. La résistance des especes de Candida
albicans et de Cryptoccocus neoformans au Fluconazole illustre bien ce type

de résistance [56,67].

11.2. Epidémiologie et facteurs de résistance

L’épidémiologie des levures du genre Candida s’est considérablement
modifiée ces dernieres années, avec I’apparition d’especes résistantes a un ou
plusieurs antifongiques. Plusieurs facteurs peuvent expliquer la survenue de ces

résistances aux antifongiques [56].

I1.2.1. Classe des polyenes

La résistance aux polyenes reste un fait relativement rare chez les isolats
cliniques de champignons pathogenes, bien qu’elle soit de plus en plus
rapportée [34]. Si la plupart des especes fongiques sont considérées comme
sensibles aux antifongiques polyeniques, il semble que certaines especes leur
soient naturellement peu sensibles, comme Candida glabrata chez les levures
[67]. Ainsi, les résistances primaires a I’Amphotéricine B sont bien connues
pour les souches de Candida lusitaniae et Candida guilliermondii [S6]. Des
résistances secondaires a Amphotéricine B ont également été décrites pour des
souches de Candida krusei et Candida glabrata [54]. Chez les champignons
filamenteux, des résistances a I’Amphotéricine B ont été notifiées chez les
especes du genre Fusarium, chez Scedosporum prolificans et Aspergillus

terreus [61]. Les facteurs de risques pouvant expliqués cette résistance sont :
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v L’exposition préalable aux azolés. La résistance secondaire des
souches de Candida sp.et de Cryptococcus neoformans a
I'Amphotéricine B se développerait chez les patients préalablement
exposés a des antifongiques azolés.

Ceci serait di a une altération des composants de la membrane
cellulaire créée par I’usage préalable d’azolés [26, 31] ;

v L’état de déficience immunitaire : la déficience immunitaire est un
facteur contribuant a la résistance secondaire a 1'Amphotéricine B.
Des résistantes secondaires a I'Amphotéricine B de certaines levures
ont été documentées chez des patients soumis a une chimiothérapie

anticancéreuse et chez des patients transplantés [26, 31].

11.2.2. Classe des fluoropyrimidines

La résistance a la 5-FC est un phénomene relativement fréquent. Cette
résistance peut €tre primaire comme chez Candida tropicalis, ou secondaire
par sélection de mutants résistants apres exposition a l'antifongique [56]. En
effet, 10%des souches de Candida présentent une résistance primaire (Candida
albicans sérotype B, Candida glabrata, Candida krusei, Candida
guilliermondii) a la 5-FC [54, 61]. Quant a la résistance secondaire, elle est
observée, pour Candida albicans,chez 30 % des patients recevant une
monothérapie a la 5-FC [54]. Il est indiqué que la gravité de
I'immunodépression et la monothérapie sont des facteurs de risque importants

dans I'apparition des résistances a la 5-FC [24].

I1.2.3. Classe des azolés antifongiques

La résistance des souches du genre Candida aux antifongiques azolés est
fréquemment rapportée, en raison de la sélection d’especes résistantes due a

I'utilisation croissante des antifongiques azolés. Toutefois, la prévalence des
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résistances primaires aux triazolés de premiere génération chez les souches du
genre Candida est faible [2,54]. Elle a été€ décrite, dans moins de 2,5 % des cas,
pour le Fluconazole et dans moins de 9 % des cas pour I’Itraconazole [56].
Les souches de Candida albicans sont le plus souvent sensibles ;Candida
glabrata est souvent «sensible-dose dépendant», Candida krusei est le plus

souvent résistant [S6].

Quelques résistances secondaires ont été décrites chez des patients sous
prophylaxie au Fluconazole, notamment chez les patients vivant avec le VIH

ayant une candidose oropharyngée [2] et les patients greffés de la moelle [56].

Par ailleurs, des résistances croisées entre différents azolés ont également été
décrites [42]. En fait, plusieurs facteurs contribueraient a la résistance clinique
aux antifongiques azolés. Des études ont mis en cause la pression de
I'environnement imposée par I'exposition au Fluconazole [69]. D'autres
facteurs, tels que l'exposition a des agents antibactériens, a des traitements
immunosuppresseurs et la condition médicale sous-jacente de 1'hdte, pourraient
se révéler étre de meilleurs facteurs prédictifs de la distribution des especes de

Candida que l'utilisation du Fluconazole [40,44].

11.2.4.Classe des échinocandines

La résistance aux échinocandines est relativement rare [65]. On estime a
plus de 99% le taux d'isolats sensibles aux échinocandines chez les especes du
genre Candida [54]. Toutefois, des résistances primaires aux échinocandines
chez Cryptoccocus neoformans ont été décrites. La résistance de Cryptoccocus
neoformans aux €chinocandines semble liée a la composition de sa paroi en
polysaccharides qui differe de celle des autres champignons [45]. De méme,
des résistances secondaires ont été décrites chez certaines especes de levures
(Candida parapsilosis, Candida tropicalis et Candida glabrata) capables de

croitre en présence de fortes concentrations en échinocandines, bien
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supérieures a la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) [S3]. L’exposition
répétée de la levure aux échinocandines est un facteur déterminant dans

I’apparition de cette résistance secondaire.

En effet, la résistance secondaire serait due a une adaptation physiologique du
champignon en réponse au blocage de la synthese des B- (1,3)-D-glycanes et a

la modification de la structure de la paroi qui en résulte [11].

I1.3.Mécanismes de résistance

11.3.1. Classe des polyenes

La résistance a I’Amphotéricine B peut étre due a deux mécanismes: la

disparition de la cible et la mutation d’un gene.

v la disparition de la cible : la voie de biosynthese de I’ergostérol, dans un
premier temps, serait bloquée afin de soustraire la cible a I’action de
I’antifongique. Dans un deuxieme temps, I’ergostérol serait remplacé
dans les membranes par d’autres stérols viables [S4]. Cependant, une
mutation du gene ERG3 (codant la A-5,6 désaturase) pourrait conférer a
elle seule une résistance croisée a 1’Amphotéricine B et aux azolés. Elle
empéche la formation du 14-méthyl- 3,6- diol toxique et permet
I’accumulation de 14-méthyl-fécostérol, un stérol méthylé qui pourrait
suppléer I’ergostérol. Ce mécanisme a ét€ évoqué chez Candida albicans

[54].

v' la mutation d’un gene : il a été montré qu’un isolat clinique de Candida
albicans possédant une mutation dans les genes ERGI1 et ERGS (C22
désaturase) avait une résistance croisée au Fluconazole et a

I’ Amphotéricine B [5].
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11.3.2. Classe des fluoropyrimidines

La résistance des souches de Candida sp. peut étre due a :

v" un défaut de transport ou de pénétration de 1’antifongique a I’intérieur de
la cellule fongique 1li€¢ a un déficit ou une altération de l'activité de la
cytosine perméase codée par le gene F'CY [32,68] ;

v un défaut de transformation de I’antifongique en forme active toxique,
par
mutation du gene FURI codant une enzyme impliquée dans le

métabolisme de la 5-FC [32,68] ;

v' une surproduction des cibles cellulaires de I’antifongique par

surexpression du gene CDC21, codant la thymidylate synthétase [32, 68].

11.3.3. Classe des azolés

Plusieurs mécanismes de résistance des levures aux dérivés azolés ont été
décrits, incluant la diminution de l'accumulation intracellulaire des dérivés
azolés, l'altération de la composition en stérols de la membrane et la

surproduction ou la mutation des cibles enzymatiques des dérivés azolés[56].

v Diminution de I'accumulation intracellulaire des dérivés azolés :
L’accumulation intracellulaire des dérivés azolés peut étre réduite par un
manque de pénétration, a cause d'un faible taux d'ergostérol dans la
membrane. Une possible diminution du ratio entre la phosphatidyl-
choline et la phosphatidyl-éthanolamine dans le plasma peut changer les
fonctions barrieres de la membrane. De plus, une importante cause de la
réduction de l'accumulation des drogues est la présence d'un systeme
actif d’efflux sortant qui tente de refouler ces azolés hors de la cellule.

Pour les souches résistantes, ce systeme d’efflux est tres développé. Cela
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est di a la surexpression des genes codant pour ces systemes d'efflux

[54,65,67].

v Altération de la composition en stérols de la membrane :

Les levures résistantes sont capables de modifier la voie de biosynthese
de l'ergostérol, qui de ce fait, supprime l'effet délétere des azolés, en
évitant ainsi la formation par ces derniers de métabolites toxiques a
partir de stérols méthylés en position 14-a. Chez Candida albicans, le 14
a—méthyl fécostérol peut etre métabolisé par 'enzyme A-5-6 désaturase
(codé par le gene ERG3) en un produit toxique. Plusieurs études ont
montré que les souches résistantes aux dérivés azolés avaient une
mutation dans le gene ERG3 [54,65,67].

v’ Altération ou surproduction de la cible enzymatique des dérivés
azolés : des études ont montré que des mutations du gene ERG 11
engendrent une diminution de l'affinité entre les dérivés azolés et les
enzymes (14 a-déméthylase) ou une surexpression du gene ERGI 1, mais

ce mécanisme de résistance aurait un effet plus réduit [54,65,67].

I1.3.4. Classe des échinocandines

La résistance des souches de Candida aux échinocandines est due a:

v La mutation des génes FKSI ou FKS2, indispensable a la synthése de
I'enzymef(1-3)-D-glucane synthase [38] ;

v' Une adaptation physiologique du champignon, par la voie de
signalisation responsable du maintien de l'intégrité de la paroi, en
réponse au blocage de la synthese des B-(1-3)-glucanes[11].

Au terme de cette revue de litt€rature relative aux candidoses et a leur

chimiothérapie, nous pouvons relever que le traitement des candidoses a 1'heure
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actuelle repose principalement sur l'utilisation de quatre principales classes

chimiques d’antifongiques, a savoir :

1. Les polyenes procedent, par complexation de 1’ergostérol membranaire
créant des pores a I’origine de la lyse du champignon ;

2. Les fluoropyrimidines, analogues des bases pyrimidiques, inhibent la
croissance fongique en perturbant la syntheése protéique et la réplication
de I'ADN ;

3 Les antifongiques azolés agissent par inhibition de la synthese de
I’ergostérol, principal composant de la membrane plasmique des
champignons.

4 Les échinocandines perturbent, pour leur part, la synthese de la paroi
fongique en inhibant une enzyme responsable de la synthese de certains
polysaccharides pariétaux.

Malheureusement, dans leur utilisation pratique, toutes ces familles ont montré

des limites a savoir :

v' Les phénomenes de résistance qui n’épargnent aucune de ces familles
d’antifongiques,
v" Un spectre plus ou moins étroit, car aucune famille d’antifongique n’est

active sur tous les champignons pathogenes.

Au vu de toutes ces limites, la recherche de nouvelles biomolécules
antifongiques plus performantes et moins toxiques ayant des mécanismes et/ou

des sites d’actions différents s’avere indispensable.
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CHAPITRE 3 : DIFFERENTES METHODES D’EVALUATION DE
L’ACTIVITE ANTIFONGIQUE

L’activité invitro des champignons aux antifongiques est évaluée par la

méthode de dilution, réalisée de plusieurs manieres.

En effet, elle se réalise soit :

- en milieu liquide,
- en milieu semi-solide,

- en milieu solide.

LEN MILIEU LIQUIDE

Il existe deux méthodes par diffusion liquide, une macro méthode et une
micro méthode. Ces deux méthodes ont été standardisées par le CLSI (clinical

and Laboratory standards institute) [36].

1.1.L.a macrométhode

Elle est réalisée en tubes stériles contenant des dilutions sériées
d’antifongiques dans un milieu de culture liquide. Aprés ensemencement par
un inoculum préparé a partir de culture de levure, les tubes de culture sont
incubés pendant 24 a 48 heures a 28°C. La lecture des résultats est faite, soit
visuellement, soit par mesure spectrophotométrique de la turbidité. Les
résultats sont exprimés en concentration minimale inhibitrice ou CMI,
correspondant a la plus faible concentration d’antifongique inhibant la
croissance du champignon étudié.

Plusieurs parametres influencent de maniere importante la détermination des
CMI : le milieu de culture, le pH, la charge de I’inoculum, la température et le

temps d’incubation [46]. Mais, la méthode a été standardisée par le CLSI [28].
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1.2.1.a microméthode

Cette méthode a été développée selon le protocole standardisé de la
macro méthode du CLSI afin de pallier les difficultés de mise en ceuvre de la
méthode originelle [28]. Des études comparatives ont montré que la différence
entre les deux n’est pas significative [28] ; ce qui a permis la standardisation
par le CLSI [47].

Comme pour la macrométhode, des parametres (milieu de culture, pH, charge
de I'inoculum, température et temps d’incubation) influencent la valeur des

CML

II. EN MILIEU SEMI-SOLIDE

Il existe actuellement plusieurs méthodes en milieu semi-solide

commercialisées. Parmi elles, on peut citer I’ATB Fungus®. C’est une méthode
simple et rapide.

Elle permet de déterminer la sensibilité des Candida aux antifongiques dans
des conditions tres proches de la technique de référence de micro dilution,
selon les normes de I’European Committee for Antimicrobial Susceptibility
Testing (EUCAST) [12] et du CLSI [62].

Les résultats obtenus avec cette méthode permettent de déterminer les CMI et
un classement des souches en termes « sensible », « intermédiaire » ou

« résistante » selon des concentrations recommandées par le CLSI.

III. EN MILIEU SOLIDE
La technique de dilution en milieu solide la plus utilisée est la méthode

de STEERS [6,62].

Pour un antifongique donné, une gamme de concentration est réalisée,
incorporée a un milieu gélosé en surfusion, puis coulée en boite de pétri. La

CMI d’un antifongique correspond a la plus petite concentration de
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I’antifongique capable d’inhiber la pousse de 1la souche testée,
comparativement aux témoins.

Cette technique, comme celle de la dilution en milieu liquide, est
influencée par le milieu de culture, le pH, la charge de I’'inoculum, Ila

température et le temps d’incubation.

I11.1. L.a méthode par diffusion [1]

Cette méthode utilise des disques imprégnés d’antifongiques.
Son principe consiste a déposer des disques chargés avec une concentration
connue d’antifongique sur un milieu de culture gélosé, ensemencé par
inondation de I’'inoculum. L’antifongique va diffuser radialement a partir de
I’endroit ou le disque est déposé. Il se forme un gradient de concentration
d’antifongique autour du disque. La CMI de I’antifongique testé est déterminée

apres mesure des diametres des zones d’inhibition et utilisation des abaques.

Figure 7 : Technique en milieu gélosé avec disques Biomic® [66]
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I11.2. Le Etest®

Le Etest® est une nouvelle méthode de détermination directe de la CMI
des antifongiques systémiques a 1’aide de bandelettes minces contenant un
gradient exponentiel continu d’antifongique.

Ce test est un hybride des méthodes par dilution en milieu liquide ou en gélose
et de la méthode par diffusion a partir des disques [28].

Les premieres études comparant cette nouvelle technique avec les méthodes de
référence du CLSI ont montré une bonne corrélation des résultats. Ces études

ont conclu que le Etest® constituait une méthode facile et rapide a mettre en

ceuvre [12].
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Figure 8 : Technique en milieu gélosé avec bandelettes Etest® [66]
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I11.3. La méthode bioautographique[16,17,59,60]

Le test par bioautographie « agar overlay », utilisé dans nos travaux avec

Candida albicans, a ét€ mis au point par RAHALISON et al. (1991).

Les chromatogrammes sur couche mince sont d’abord développés sur des
plaques de gel de silice de 10 x 10 cm avec un support en verre qui est la phase
solide. Il est ensuite trés important de sécher completement les plaques afin
d’éliminer toute trace de solvant. Toutes les opérations décrites ci-apres sont
effectuées pres d’une flamme, avec les précautions d’usage lors de la
manipulation de microorganismes potentiellement pathogenes et le souci
d’éviter toute contamination des milieux de culture utilisés par d’autres

germes.

Apres développement en tube sur gélose de Sabouraud, une oese de 24
heures du germe est mise en culture liquide dans 50 ml de bouillon de
Sabouraud. Apres incubation pendant 15 heures a 30°C, 1 ml de cette solution
est prélevé afin d’inoculer 50 ml d’un second milieu de culture a base de
Sabouraud liquide. Incuber a 30°C pendant 8 heures afin d’atteindre la phase
de croissance exponentielle du microorganisme. Introduire ensuite 1 ml de
cette solution dans chacune des fractions de 50 ml de milieu gélosé a I’extrait

de malt, préparées et maintenues a I’état liquide a 45 °C.

Ces milieux contiennent alors environ 105 cellules/ml, et on en prépare

20 ml par plaque de 10 x 20 cm.

La technique de '« agar overlay » consiste a verser sur les plaques
développées, a 1’aide d’une pipette stérile et en fine couche de 1-2 mm

d’épaisseur, I’inoculum a base de gélose a I’extrait de malt.

Ce dernier se solidifie alors en refroidissant. Apres incubation pendant

une nuit a 30°C en atmosphere humide, les bioautogrammes sont révélés par
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vaporisation d’une solution aqueuse de MTT (Methyl Thiazolyl Tetrazolium) a

2,5 mg/ml.

Le test bioautographique est une variante de la méthode en milieu solide
qui utilise des plaques de gel de silice. C’est une méthode facile a utiliser et qui
ne demande pas un équipement lourd ; certains matériels ont d’ailleurs été
adaptés avec ceux qui sont disponibles au laboratoire. On peut citer, entre
autres, la chambre humide qui est faite de deux plateaux en inox et de papier
buvard. De plus, c’est une méthode tres sensible qui détecte une activité
antifongique a partir de 10 microgrammes de substances de synthese. Les
réactifs utilisés sont relativement faciles a obtenir, sauf le révélateur des zones

d’inhibition, le MTT (Methyl Thiazolyl Tetrazolium).

N’DJA France Alida DIPLOME D’ETAT DE DOCTEUR EN PHARMACIE 75



DEUXIEME PARTIE :

ETUDE
EXPERIMENTAI K

N’DJA France Alida DIPLOME D’ETAT DE DOCTEUR EN PHARMACIE

76



CHAPITRE 1: MATERIEL ET METHODES

I- MATERIEL

I.1. Type d’étude et cadre de travail

Ce travail de type expérimental a eu lieu, en ce qui concerne la synthese
chimique totale des biomolécules potentielles, au Laboratoire de Chimie
Thérapeutique et Biomolécules de I"UFR des Sciences Pharmaceutiques
d’Abidjan. Au total, ce sont treize (13) chalcones a support benzimidazolique

qui ont été conceptualisées puis synthétisées [S0].

Quant aux structures chimiques de toutes ces molécules préparées, elles ont été
confirmées par les méthodes spectroscopiques habituelles (RMN : 'H, °C ; EI

Masse) au Laboratoire CEISAM de Nantes [50].

Pour notre part, nous nous sommes focalisés sur I’évaluation des activités
antifongiques de 13 (treize) de ces nouvelles chalcones a support
benzimidazolique. Cette évaluation a été réalisée durant un mois (du 15
décembre 2013 au 15 janvier 2014) au Laboratoire de Mycologie du Centre de
Diagnostic et de Recherche sur le Sida et les autres maladies infectueuses

(CeDReS) d’ Abidjan, sis au sein du CHU de treichville.

1.2- Matériel et réactifs de laboratoire

Milieux de cultures : Sabouraud 4% glucose Agar (Fluka) ;
Sabouraud agar maltose(OXOID)

- Bain-marie

- Flacon de culture en verre

- Plaque chauffante

- Pipettes graduées (10 ml)

- Boites de pétri

- Incubateur
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- Substances médicamenteuses antifongiques (Kétoconazole,
Fluconazole)

- Produits a tester (13)

- Chlorure de methyl thiazolyl tetrazolium (MTT)

- Bacs en polyéthylene

- Souche de Candida albicans 27143

1.3- Molécules a évaluer

1.3-1. Molécules de syntheése totale

Les treize (13) dérivés benzimidazolyl-chalcones (Tableau I) soumis a
I'évaluation anti-Candida albicans ont ét€ fournis par le Laboratoire de
Chimie Thérapeutique et Biomolécules de I'UFR des Sciences

Pharmaceutiques d’ Abidjan sous forme de poudres pures.
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Tableau 1I: structure chimique des treize (13) dérivés benzimidazolyl-

chalcones
Structure chimique Composés R
1 H
2 2-CH;
3 3-CH;
4 4-CH,
5 4-CH(CH;),
@\*N 6 2-OH
| R
N \ 7 3-OH
H O
benzimidazolyl-chalcone 8 2-OCH;
9 3-OCH;
10 4-OCH;
11 3 ,4-diOCH;
12 2,5-diOCHj;
13 4-N(CH;),
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1.3-2. Substances de référence

Les activités antifongiques de ces chalcones ont ét€ comparées a celles
du Kétoconazole et du Fluconazole utilis€és comme substances
médicamenteuses de référence. Le choix de ces deux substances
médicamenteuses se justifie par leurs efficacités antifongiques vis-a-vis de

Candida albicans. Ces médicaments, sous forme de poudres pures provenaient

des laboratoires SIGMA Chimical Co (USA).

1.3-3 Matériel microbiologique

Les activités anti-Candida albicans de ces nouvelles chalcones ont été évaluées
vis-a-vis d’une souche clinique de Candida albicans (souche 27143 CeDReS).
Cette souche clinique sensible au Fluconazole et au Ketoconazole a été

caractérisée et fournie par le laboratoire de mycologie du CeDReS.

II-METHODES D’EVALUATION DES ACTIVITES ANTIFONGIQUES

Pour la détermination in vitro de ’activité anti-Candida albicans des
produits a tester, nous avons utilisé la technique de bioautographie «agar
overlay» mise au point par Rahalison [59,60]. L’activité de chaque produit a la

quantité seuil de 10 pg, a été mesurée par son diametre d’inhibition (DI).

I1-1- Principe de la technique de bioautographie (Agar overlay)

C’est une méthode qui consiste a mettre en contact un inoculum avec un
chromatogramme sur couche mince (CCM), préalablement développé a partir
des produits a tester. Elle a I’avantage de permettre le criblage antifongique de

plusieurs produits a la fois (10 produits par plaque) [59,60].
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11-2 Préparation de I’inoculum

On prépare une culture de Candida albicans sur de la gélose de
Sabouraud glucosée (Sabouraud 4% glucose agar, Fluka) en boite de pétri,
incubée a 30°C pendant 24 a 48 heures. Une a trois colonies sont ensuite
ensemencées dans 50 ml de Sabouraud liquide, puis laissées sous agitation
pendant une nuit a température ambiante. On préleve ensuite un (1) ml du
bouillon que I’on transfére dans un nouveau bouillon, laissé sous agitation
pendant 6 heures (temps nécessaire pour atteindre une croissance exponentielle

de Candida albicans).

Au moment du test, on ajoute 5 ml du bouillon d’environ 6 heures dans 50 ml
d’agar a I’extrait de malt (Sabouraud agar maltose, OXOID), maintenu fondu
au bain-marie a 45°C pour obtenir un inoculum contenant environ 105cellules

/ml.

I1-3 Détection des activités antifongiques

Des solutions méthanoliques des produits de synthese et des substances
médicamenteuses de références antifongiques a tester sont préparées a 1mg/ml.
Puis, 10 ul de ces solutions, soit 10 pug de produit, sont déposés sur les plaques
de silicagel 60 F254 sur verre. Ces chromatogrammes sont ensuite séchés et
maintenus a 35-40°C environ, sur une plaque chauffante. Sur chaque
chromatogramme, on étale rapidement I’inoculum, a raison de 10 pl par
portion de plaque de silicagel (10 cm x 10 cm). Apres solidification de 1’agar,
les plaques sont incubées a 30°C dans des bacs de polyéthylene pendant une
nuit, en atmosphere humide. Apres I’incubation, les plaques sont révélées a
I’aide de solution aqueuse de Chlorure de methyl thiazolyl tetrazolium (MTT)

a 2,5 mg/ml. Apres une nouvelle incubation de 2 a 4 heures environ, des zones
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d’inhibition de croissance apparaissent sous formes de taches blanches sur un

fond violet.

11-4 Mesure des diametres d’inhibition

Les diametres d’inhibition des produits de synthese et de substances
médicamenteuses de référence a la quantité seuil de 10ug ont été mesurés a

I’aide d’une regle graduée et exprimé en millimetres.

Figure 9 : Photo illustrative des diametres d’inhibition des 13
dérivés benzimidazolyl-chalcones vis-a-vis de Candida albicans
souche27143
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CHAPITRE 2: RESULTATS ET DISCUSSION

L.LRESULTATS

Les activités anti-Candida albicans de chaque produit a la quantité de 10 pg
sont données par leur diametre d’inhibition (DI) exprimé en millimetres

(mm).Tableau2
Les résultats rapportés font ressortir que :

» Dix (10) composés ont induits des DI compris entre 11mm et 16mm.

Parmi ces dix composés :

e Les composés 1 et 2 ont présenté la méme efficacité antifongique
vis-a-vis de la souche clinique 27143 de Candida albicans, avec des
DIa 15 mm.

e Les composés 3 ; 5 et 9 ont également présenté des activités anti-
Candida albicans équivalentes. Celles-ci se traduisent par des DI de
16mm.

e Les composés 6 ; 11 et 12 ont montré, eux aussi, une efficacité anti-
Candida albicans de 12 mm de DI.

e Les composés 4 et 10 ont induit des activités anti-Candida albicans

respectives de 14mm et 1 1mm de DI.

» Trois (03) dérivés a savoir les composés 7 ; 8 et 13 n’ont présenté

aucune activité anti-Candida albicans (DI=0), a la quantité de 10 pg.
» Le Fluconazole et le Ketoconazole ont présenté, a cette méme quantité,

une efficacité anti-Candida albicans, avec des DI respectifs de 39mm et

26mm.
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Tableau II: Activités antifongiques in vitro des composés 1 a 13 et des

substances de référence vis-a-vis de Candida albicans

Diametre d’inhibition

Structure chimique Composés R (DI) en mm
Candida albicans

1 H 15

2 2-CH; 15

3 3-CH; 16

4 4-CH; 14

5 4-CH(CH;), 16

[ j\—N 6 2-OH 12
N | N 7 3-OH 0

O

benzimidazolyl-chalcone 8 2-OCH; 0

9 3-OCH; 16

10 4-OCH; 11

11 3 ,4-diOCH; 12

12 2,5-diOCH; 12

13 4-N(CHj), 0

Fluconazole 39
Kétoconazole 6
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II-DISCUSSION

A la suite de I’évaluation des activités antifongiques des benzimidazolyl-
chalcones vis-a-vis d’une souche clinique de Candida albicans, nous avons
entrepris une discussion de type relation-structure-activité. Dans cette
discussion, nous utiliserons le diametre d’inhibition pour quantifier I’efficacité
anti-Candida de chaque composé a la quantité seuil de 10 pug. En d’autres
termes, un composé sera dit plus efficace lorsque son diametre d’inhibition est

plus grand.

L’analyse des résultats permet d’établir que le composé 1, issu de 1’accolement
de I’hétérocycle  benzimidazolique a I’enchainement fonctionnel
arylpropénone, possede effectivement une activité anti-Candida albicans a la

quantité de 10 pg.

Cette efficacité anti-Candida albicans traduit par son diametre d’inhibition a
I15mm corrobore les propriétés anti-infectieuses intrinseques de 1’hétérocycle
benzimidazolique et des chalcones [29,35 ,50 ,51 ,58 ,70]. En effet, le noyau
benzimidazole possede de remarquables activités antifongiques découvertes
par Woolley en 1944 [29]. D’ailleurs, il constitue le support hétérocyclique du

chlormidazole, premier antifongique de synthese totale [41,51].

Quant aux chalcones, leurs multiples propriétés sont lices a la présence de
I’enchainement fonctionnel arylpropénone dans leur molécule respective. En
effet, ces composés carbonylés a, Péthyléniques sont capables d’inhiber
certaines enzymes a fonction thiol telles que le glutathion S-transférase, la
cystéine, la kératine a I’origine de leurs nombreuses propriétés biologiques [4,

43].

De plus, en vue d’induire de plus grand diametre d’inhibition, divers
modulateurs d’activités biologiques ont été introduits sur 1’homocycle

benzénique du composé 1.Ces pharmacomodulations permettent d’établir que :
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En série des dérivés alkylés : composés 2 a 5

L’introduction d’un groupement faiblement €lectrodonneur de type alkyle en
I’occurrence un méthyle, quelle que soit sa position isomérique sur
I’homocycle benzénique conduit, de fagon générale, a des activités

antifongiques superposables, avec des diametres d’inhibition autour de 15 mm.

Ainsi, le dérivé orthométhylé (composé 2) a induit une efficacité antifongique

superposable a celle du composé 1, avec un diametre d’inhibition de 15 mm.

De méme, la présence du méthyle en position méta (composé 3) conduit a une
légere amélioration de I’efficacité antifongique qui se traduit par un
élargissement du diametre d’inhibition a 16mm.L’hypothése émise pour
expliquer cette meilleure efficacité est que le dérivé méta possederait une

conformation structurale stable favorable a 1’activité anti-Candida.

Quant au dérivé paraméthylé (composé 4), celui-ci a induit une efficacité
antifongique sensiblement égale a celle du composé 1, avec un diametre

d’inhibition de 14 mm.

Par ailleurs, le remplacement de ce méthyle en para par un homologue
supérieur plus lipophile de type isopropyle (composé 5) conduit a une
amélioration de [I’efficacité antifongique caractéris€ par un diametre
d’inhibition de 16mm.Un tel résultat avec I’isopropyle pourrait trouver son
origine dans sa plus grande lipophilie par rapport au groupement méthyle,

quand on sait la nature lipidique de la paroi fongique.

Une telle modulation des activités antifongiques par des groupements alkyles,
s’avere pertinente avec un groupement méthyle en position méta ou un

groupement isopropyle en position para de I’homocycle benzénique.
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En série des dérivés hydroxylés et alkylaminés : composés 6 ; 7 ; 13

L’introduction de groupement fortement électrodonneur, en 1’occurrence
un hydroxyle (composé 6 et 7), sur I’homocycle benzénique conduit a une
diminution voire une annihilation de I’activité antifongique en fonction de la

position isomérique.

En effet, le dérivé ortho hydroxylé (composé 6) a induit une diminution de
I’activité antifongique, avec un diametre d’inhibition de 12 mm, tandis que le
dérivé méta hydroxylé (composé 7) conduit a une annihilation de I’activité
antifongique (DI= 0 mm).La meilleure efficacité du dérivé 2-hydroxylé par
rapport au dérivé 3-hydroxylé pourrait s’expliquer par la capacité de
I’hydroxyle en position 2 de I’homocycle benzénique a former des ponts
hydrogenes avec le groupement carbonyle de la propénone ce qui induirait une

conformation structurale stable favorable a I’activité anti-Candida.

Par ailleurs, la présence d’un groupement N,N-dimethylamine (composél3)
encore plus électrodonneur que I’hydroxyle conduit a une annihilation de

I’activité antifongique(DI=0mm).

La modulation des activités antifongiques par des groupements fortement
électrodonneurs de type hydroxylé ou alkylaminé n’est donc pas favorable a
I’amélioration des activités antifongiques, car elle conduit a des dérivés moins

performants que le composé 1 (DI=15mm).

En série des dérivés alcoylés : composés 8 a 12

La O-méthylation des hydroxyles en méthoxyle pour avoir des
groupements moins €électrodonneurs que le groupement hydroxyle conduit, de
facon générale, a des résultats variables en fonction de la position du

méthoxyle sur ’homocycle benzénique.
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Ainsi, le dérivé ortho méthoxylé (composé 8) conduit a une annihilation de
I’activité antifongique (DI= 0 mm).L’absence d’activité antifongique avec le
dérivé ortho méthoxylé confirme notre hypothese selon laquelle la présence de
I’hydroxyle en position2 serait favorable a la formation de pont hydrogene,
avec la fonction carbonyle de la propénone pouvant expliquer 1’activité anti-

Candida albicans du dérivé 2- hydroxylé.

Par contre, le dérivé méta méthoxylé (composé 9) conduit a une amélioration
de [Dactivité antifongique, avec un diametre d’inhibition de 16mm
contrairement a son analogue méta hydroxylé (composé 7) qui n’a présenté

aucune activité.

Quant au dérivé para méthoxylé (composé 10), celui-ci a induit une diminution

de I’activité antifongique se traduisant par un diametre d’inhibition de 11mm.

Par ailleurs, la duplication des méthoxylés conduit, de facon générale, a une

diminution de I’activité antifongique par rapport au composé 1.

En effet, la combinaison du dérivé métamethoxylé (composé 9) et
paramethoxylé (composé 10) pour obtenir le dérivé 3,4-dimethoxylé conduit a

une efficacité moindre, avec un diametre d’inhibition de 12mm.

Ce méme type de résultat est observé avec le dérivé 2,5-dimethoxylé issu de la
combinaison du dérivé ortho methoxylé (composé 8) et métamethoxylé

(composé 9).

La modulation des activités anti-Candida albicans par des groupements
alcoylés semble étre favorable a une amélioration desdites activités, avec un

groupement méthoxylé en position isomérique méta.

Au final, I’élargissement des diametres d’inhibition, partant I’amélioration des

activités antifongiques, nécessite :
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e la présence de modulateur de type méthyle (composé 3) ou méthoxylé

(composé 9) en position isomérique 3 sur I’homocycle benzénique, ou

e la présence de modulateur de type isopropyle (composé 5) en position 4

de ’homocycle benzénique.

Quoiqu’il en soit, les modulateurs fortement électrodonneurs de type hydroxyle
ou alkylamine sont a proscrire pour améliorer les activités antifongiques de nos

benzimidazolyl-chalcones.
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ET
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Ce travail s'inscrit dans le cadre de la recherche pharmacochimique de
nouvelles chalcones a support benzimidazolique antifongiques, pour contribuer

a la lutte contre les infections mycosiques a Candida albicans.

L’évaluation des activités antifongiques vis-a-vis de Candida albicans, selon la
méthode bioautographique, a montré que le benzimidazolyl-chalcone ou
composé 1 possede des activités antifongiques, avec un diametre d’inhibition

de 15mm.

Par ailleurs, lesdites activités sont améliorées voire exaltées par la présence
d’un groupement faiblement électrodonneur de type alkyle ou alcoyle

(méthoxyle) sur I’homocycle benzénique.

Ainsi, les composés 1;2 ; 3 ; 5 et 9, avec des diametres d’inhibition supérieurs
ou égaux a 15 mm, sont capables d’inhiber totalement la pousse de Candida
albicans. Ces résultats nous permettent de valider le profil chimique hybride de
benzimidazolyl-chalcones comme nouveau pharmacophore antimycosique
potentiel. Il nous apparait donc nécessaire de poursuivre ces travaux de

recherche par:

v la détermination des Quantités Minimales Inhibitrices (QMI) de ces
molécules sur Candida albicans

v' "évaluation de la tolérance de ces molécules

v I'extension de I’évaluation antifongique a d’autres espéces de Candida
tel que Candida glabrata

v’ I'évaluation de I'activité antifongique sur les souches chimiorésistantes
de Candida

Les résultats obtenus dans ce travail de these ouvrent une nouvelle voie de
recherche vers la mise au point de nouveaux médicaments antifongiques, afin

de contribuer a la lutte contre les maladies fongiques.
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