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INTRODUCTION
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Les candidoses sont présentes dans toutes les régions du globe et sont dues a des
levures ubiquitaires appartenant au gei@andida Ces levures peuvent
provoquer des infections superficielles (touchant les muqueuses et la peau) et
des infections viscérales. Les levures du g&ardidasont responsables de la
majorité des infections fongiques graves disséminées observées notamment chez
les patients Immunodéprimés (en soins intensifs, sous chimiothérapie, en attente
d’'une transplantation, atteints de VIH Sida.[1}4]. Depuis une vingtaine
d’années l'incidence de ces candidoses n'a cessé d’augmenter avec un taux de
mortalité des mycoses invasives trés élevé variant selon les études de 40 a 60%
[1, 5-10] En effet, chaque année, plus de 400.000 cas sont recenses

mondialement, provoquant ainsi environ 200.000 dgies

Cette incidence croissante des mycoses invasives et l'utilisation précoce des
antifongiques, notamment chez les patients immunodéprimés et/ou de
réanimation, a conduit a un accroissement tres net de la prescription des
antifongiques; entrainant le risque d’émergence de souches de sensibilité

diminuée ou résistantes aux antifongiques traditiorja8ls11].

La prise en charge médicamenteuse des candidoses, aujourd’hui centrée sur
I'utilisation en premiere ligne des Azolés notamment du Fluconzi&7], se

heurte a une forte chimiorésistance de certaines souclésndela[18-24]. Si
Candida albicangiemeure I'espéce la plus présente dans les isolats, son impact
épidémiologique a baissé au profit de nouvelles especes émergeGasdiia

telles queCandida glabrateet Candidatropicalis [1].

Face a ces nouveaux enjeux d’intérét sanitaire et afin d’éviter une propagation
de la chimiorésistance a d’'autres espéces, plusieurs stratégies peuvent étre

envisagées :

1. l'application de mesures d’hygiéne appropriées,
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2.  l'usage rationnel des antifongiques actuellement disponibles,

3. la mise au point de nouveaux antifongiques plus efficaces et capables de

contourner la chimiorésistance induite par les espec€auigida.

C’est en application de cette derniére stratégie que se situe le présent travail dont
les fondements se trouvent dans les travaux antérieurs du Département de
Chimie Thérapeutique de 'UFR des Sciences Pharmaceutiques et Biologiques.
En effet, ces travaux de pharmacochimie ont permis d’établir le potentiel
antifongique des arylpropénones a support imidazopyridine vis-a-Garida
albicans, Candida glabrata et Candida tropica]5, 26] De fait, il nous a

donc semblé opportun d’évaluer toujours en série imidazopyridine, les activités
antifongiques des cyclohexénones qui sont des arylpropénones cyclisés; et ce
dans l'optigue de mimer la structure chimique des flavonoides. C’est pourquoi,
nous nous sommes fixés comme objectif général d’établir une corrélation entre
le profil chimique de ces dérivés imidazopyridinyl- cyclohexénones et les
activités obtenues, afin de sélectionner de futurs candidat-médicaments

anticandidosiques. De facon spécifique, nous avons pour objectifs de:

1. déterminer les concentrations minimales inhibitrices (CMI) des nouvelles
imidazopyridinyl-cyclohexénones vis-a-vis @andida albicansCandida

glabrataet Candida tropicalis,

2. établir les éléments structuraux favorables a I'apparition, au maintien voire

a 'amélioration des activités anticandidosiques.
Aussi, le présent travail se décline t-il en deux parties:

1. la premiere est relative a la revue de littérature sur les candidoses et leur
épidémiologie. Cette méme revue abordera la classe chimique des Azolés
antifongiques, la résistance fongique a ces médicaments ainsi que leur

utilisation dans la prise en charge thérapeutique des candidoses.
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2. la seconde partie, de type expérimentale, abordera successivement :
1. la description de la méthodologie d’évaluation antifongique,

2. la présentation des résultats obtenus, suivie de discussion de type

relation structure-activité.

Notre travail s’achevera par une conclusion ainsi que les perspectives qui en

découlent.
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Premiere partie :

CANDIDOSES ET CHIMIOTHERAPIE
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|. GENERALITES SUR LES CANDIDOSES

[.1. Définition

Les candidoses sont des infections fongiques cosmopolites a localisation
superficielle ou profonde, provoquées par des levures du deaneida
L'espece la plus fréquente a sav@iandida albicansfait partie de la flore
habituelle de I'oropharynx et du tube digestif. Elle peut aussi étre présente en
faible quantité dans la flore vaginale norm§?., 28]

|.2. Différents types de candidoses

Les candidoses sont le plus souvent classées en fonction de leur localisation.
Ainsi I'on distingue les candidoses superficielles et les candidoses profondes ou

systémiqued27, 28]

[.2.1. Candidoses superficielles

Les candidoses superficielles sont localisées au niveau du revétement cutané,

des ongles et des muqueuses. Elles peuvent étre chroniques ou21jués.

[.2.1.1. Candidoses de la peau et des ongles

Ces candidoses se présentent sous plusieurs formes cliniques a savoir l'intertrigo

aCandida la folliculite aCandidaet 'onychomycosg27]
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1. Lintertrigo a Candida

Ce type de mycose siége au niveau des grands plis cutanés (inter fessiers,
inguinaux, sous-mammaires, axillaires...) ou des petits plis cutanés
(interdigitaux des mains ou des pieds). Ce type d'intertrigo se manifeste par un
érytheme suintant, lisse, prurigineux et parfois douloureux. Il débute au fond du
pli puis il s’étend. Les bords sont irréguliers avec des papules ou pustules
satellites. Le fond du pli est parfois recouvert d’'un enduit blanchatre.
L’évolution est chronique et récidivante chez le sujet obése, le diabétique et les

individus en contact permanent avec I'¢20, 28].

2. Folliculites a Candida

Ces mycoses siegent a la barbe, au cuir chevelu ou dans les régions poilues
frecguemment couvertes comme le thorax. Ce sont des Iésions a types de papules
folliculaires ou pustules touchant les zones séborrhéiques. Elles sont

particulierement associées a I’héroinomgaig.

1. Onychomycose &andida

Elle atteint préférentiellement les ongles des doigts mais ces atteintes sont rares
aux orteils. Elle débute par un périonyxis et se traduit par une tuméfaction
tendue, érythémateuse parfois douloureuse, entourant la tablette unguéale. La
pression de I'oedéme fait sourdre une sérosité, voire du pus. L'atteinte de I'ongle
est secondaire; des dépressions transversales de son bord apparaissent au fur et a
mesure des poussées évolutives. Un autre type d’atteinte est I'onycholyse dans
laquelle la tablette de I'ongle n'adhére plus a son lit. Elles sont le plus souvent

chroniques chez la femme ménagére ayant un contact prolongé avg2leau
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[.2.1.2.Candidoses des muqueuses

Ces candidoses se manifestent au niveau digestif, génital et urinaire.

2.  Candidoses de l'appareil digestif

Il s’agit de mycose insidieuse qui se traduit par un état érythémateux
inflammatoire. Ces candidoses atteignent un ou plusieurs segments du tube
digestif a savoir 'oropharynx, I'cesophage et la muqueuse gastro-intefinale

28].

3. Candidoses oropharyngées

Les manifestations les plus fréquentes de ce type de candidose sont le
« muguet » et la perleche. En ce qui concerne le muguet, c’est une forme
pseudomembraneuse localisée a la face interne des joues. Il peut intéresser
toutes les muqueuses orales, et envahir le pharynx et l'cesophage chez
'immunodéprimé[27]. Il débute par un érythéme de la muqueuse, conduisant a
des granulations blanchatres qui vont confluer, pour donner des membranes
blanc-jaunatres d’'ou le nom de «muguet». Il est particulierement fréquent chez
le sujet infecté par le VIH ou il est plus ou moins envahissant. Les signes
fonctionnels sont une sécheresse, une sensation de godt métallique et de cuisson
de la bouchdg27]. L'importance des signes fonctionnels chez les personnes
vivants avec le VIH peut conduire a une réduction des apports nutritionnels
liquides et solides majorant ainsi I'état de dénutrition. Quant a la perleche ou
chéilite angulaire, elle peut étre uni ou bilatérale, il s’agit d’'un intertrigo localisé
au niveau de la commissure labiale. Elle correspond a une inflammation de la

commissure labiale qui devient érythémateuse, fissurée, squameuse ou crolteuse
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pouvant s’étendre a la peau adjacente et au reste de la levre. Elle évolue souvent

sous le mode subaigu ou chronid2é|.

4.  Candidoses cesophagiennes

Elles sont localisées au niveau de I'cesophage et surviennent généralement apres
une candidose oropharyngée surtout chez le sujet atteint du SIDA. Elles se

présentent sous forme d’'ocesophagite avec dysphagie, brllures rétrosternales,
hoguet et anorexie. La candidose ocesophagienne est l'une des infections
opportunistes les plus fréquentes au cours de l'infection du DA

5. Candidoses gastro-intestinales

Ce genre de mycose provoque des ulcérations au niveau des muqueuses
gastriques et intestinales a l'origine de diarrhées fréquentes, inodores et liquides,
pouvant entrainer des déshydratations notamment chez le nourrisson. Ce type de
candidose est fréquent chez les sujets ayant recu une antibiothérapie en

particulier aux ages extrémes de la[Z€g].

6. Candidose anale

Cette infection mycosique se manifeste en particulier dans la zone péri anale et
peut s’étendre aux fesses et aux plis inguinaux. Elle se traduit par un prurit
intense avec une sensation de brdlure et un érytheme suintant. Elle est fréquente
chez les nourrissons ou latteinte s’installe volontiers sur une dermatite

préexistante (dermatite fessiere du nourris§dn)28].
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7.  Candidoses génitales

Ce type d'infection fongique est représenté essentiellement par les candidoses

vulvo-vaginales chez la femme et par les balanites chez I'hd&imea8s].

8.  Vulvo-vaginites candidosiques

Localisées au niveau vulvaire et au niveau de la muqueuse vaginale, ces
mycoses sont caractérisées par un prurit et des brdlures associés a des
leucorrhées d’abondance variable classiquement blanchatres et « caillebottées »
[27, 28]. Cependant, cet aspect n'est pas toujours retrouvé et les leucorrhées
peuvent étre absentes. Une dysurie et une dyspareunie sont souvent signalées.
L’examen clinique peut retrouver un érytheme et un cedéme de la vulve, parfois

des fissures ou des excoriatigag].

10



Activités anticandidosiques de quatre dérivés cycliques d’'imidazopyridinyl-cyclohexénones-a-vis de
Candida albicansde Candida tropicaliset de Candida glabrata

9. Balanites candidosiques

Elle est parfois compliquée par une urétrite ou une cystite. Le début se fait dans
le sillon balano-préputial par un érytheme qui va intéresser le gland et le
prépuce. De petites vésicules sont présentes a leur surface, ainsi que des papules
avec souvent des plaques blanchatres. L'éruption peut s’étendre au pénis, au

scrotum et a I'aine chez I'obef&7].

1. Candidoses urinaires

Les atteintes candidosiques de l'appareil urinaire se caractérisent par des
infections urinaires hautes (rein et uretéres) ou basses (vessie et uretre). Les
localisations symptomatiques de I'appareil urinaire bas sont rares et se traduisent
par des signes d'irritation vésicale avec dysurie, hématurie et douleurs sous-
pubiennes. Les infections hautes, ascendantes, sont indiscernables des
pyélonéphrites bactériennes; elles sont favorisées par une lithiase. La candidurie
asymptomatique est le cas de figure prédominant. Elle concerne des patients
hospitalisés le plus souvent sondés et est alors liée a la colonisation de la sonde
urinaire. La candidurie peut étre le premier signe d’'une colonisation profonde ou
dissémineg27, 28].

I.2.2. Candidoses profondes ou systémiques

Les candidoses profondes sont des infections fongiques dues au passage de la
levure du genréCandidadans le sang, point de départ de leur propagation a
d’autres organes. Ainsi, on distingue trois types de candidoses systémiques a
savoir: les candidémies, les candidoses invasives et les candidoses disséminées.
Les candidémies sont des infections du sang par les levures duCgerlida

tandis que, les candidoses invasives correspondent a I'atteinte d’'un seul organe

ne comportant pas habituellement de souch€atalida.Quant aux candidoses
11
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disséminées, elles sont caractérisées par I'atteinte d’au moins deux organes non

contigus ne comportant pas @andidanormalemenf27].

La symptomatologie des infections systémiqu€aadidan’est pas spécifique.
Ces infections fongiques systémiques se manifestent habituellement par une

fievre persistante et ne répondent pas a une antibiothérapie a large[8@é&ctre

A cela, il faut ajouter une dégradation de I'état général associée a des douleurs
diffuses et une leucocytose. Cet état peut entrainer un choc septique conduisant
a la mort du patient. Ces candidoses surviennent surtout chez des patients

hospitalisés dans les unités de soins intensifs et spéc[ali§és

IIl. EPIDEMIOLOGIE ET IMPACT DES CANDIDOSES SUR LA SANTE
PUBLIQUE

L’épidémiologie des candidoses a considérablement évolué ces derniéres années
avec l'apparition d’infections invasives et de nouvelles espéceslhmans
notammentCandida glabrataCandida parapsilosiet Candida tropicalis[29-

31]. Certaines de ces especes sont résistantes ou de sensibilité diminuée aux
différentes classes d'antifongiqups8-23, 32-40].Elles ont un impact majeur

sur la mortalité et la morbidité, ainsi que sur la durée et le colt de
I'hospitalisation des patientfl0, 36] De plus, 'augmentation des patients
immunodéprimés et les transplantations d’organes, ont accentué l'incidence des
candidose$31].
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[I.1. Incidence des candidoses sur la santé publique

Depuis une vingtaine d’année, l'incidence des candidoses ne cesse d’augmenter.
Cette augmentation est plus prononcée chez les groupes de patients spécifiques,
en particulier ceux hospitalisés en réanimation. Une augmentation similaire est

également notée dans les études basées sur la population.

Des études de surveillance de la population déclarent en effet que, l'incidence
des infections &andidanotamment des candidoses invasives est de huit pour
100 000 habitants (8 /100 000) par [ah soit plus de 400 000 cas recensés
chaque annéf]. En dépit des progres pour le diagnostic et le traitement des
candidoses, ces infections possédent encore un taux de mortalité élevé qui varie
selon les études entre 40 et 6Q% 5-10]. L'incidence de ces candidoses
invasives varie d'un pays a l'autre. Pour lillustrer, des études aux Etats-Unis
d’Amérique signalent des taux d'incidence plus élevés (entre 8 et 26 /100 000
habitants)[1, 37, 38] par rapport a ceux des pays européens dans lesquels
I'incidence des candidoses invasives est généralement moins élevé (en France,
en Espagne, en suede il est environ de 4 /100 000 habitan6s)7, 10]sauf

pour le Danemark (environ 9 /100 000 habitafits)38] ou le taux est en effet
proche de celui des Etats-Unis d’Amérique. En plus de l'augmentation de la
frequence de ces infections, il y a également une modification de la répartition

de I'incidence des agents pathogenes.

[1.2. Distribution des espéces d€andida

Il a été déterminé que dans 95% des infections, les agents pathogenes en cause
sont Candida albicans Candida glabrata Candida parapsilosis Candida
tropicalis et Candida krusei Parmi ces espéce€andida albicansest encore

I'agent pathogene le plus fréquent en dépit d’une diminution de son incidence.
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Récemment, de nouveaux agents antifongiques et de nouvelles stratégies de
thérapie telles que la prophylaxie antifongique, le traitement préemptif et le
traitement empirique ont commencé a étre util[¢é$]. Ces changements ont
entrainé une modification des especes Gindidg causant les infections
invasiveq1, 10]. L'incidence deCandidaalbicansa diminué dans de nombreux
pays, en particulier chez les patients atteints de troubles immunosuppresseurs,
tandis que celle des especes autresGpradidaalbicansa augmentée. Jusqu'a
recemmentCandida albicans était responsable de la majorité des infections.
Cependant, les infections acquises dans les hopitaux et dans la collectivité par
des espéeces nalbicanssont devenues plus fréquentes aujourd'hui. Les études
mondiales font état d'une diminution de l'ordre d’environ 20% des cas de
candidoses invasives causees@andidaalbicans entre la fin des années 1990

et 2010, leur taux est en effet passé de 65% a 44%. Cependant, une
augmentation de l'incidence @andidatropicalis (de 7 a 11%) d€andida
parapsilosis(de 6 a 17%) et déandidaglabrata(11 a 18%) est observEd.

[1.2.1. Incidence des espéces dgandidaa travers le monde

Hormis Candida albicansqui malgré une baisse de sa fréquence reste I'espece

la plus présente dans les isolats dans toutes les régions du globe, les résultats de
guelgues études relatives a la fréquence des candidoses montrent que l'incidence
de Candidavarie selon les régions géographiques. Par exemple, l'incidence
Candida glabrataest forte en Amérique du nord (environ 29% des isojats)

37, 38] alors que les especes les plus couramment observées en Amérique latine
et dans les pays d'Asie-Pacifique s@aindida tropicalis(entre 17 et 27% des
isolats en Ameérique latine et entre 17 et 27% dans certain pays d’Asie pacifique)
et Candida parapsilosig16 a 24 % des isolats dans certains pays d'Asie
pacifique et entre 14,1 et 38,5 en Amérique latifig) 39-41] En ce qui
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concerne I'Europe, dans son enseml@ndida glabrata(avec des taux
pouvant aller jusqu'a 25,8% en Angleterf@) 42] et Candida parapsilosis
(jusqu’a 46,8% en Espagnf), 7] sont parmi les agents pathogenes les plus
courants. L’incidence d€andida parapsilosi®st aussi significativement plus
forte dans les pays méditerranéghss, 7]. En Afrique subsaharienr@andida
albicans demeurent I'espece la plus rependue. Des études menées en Cote
d’lvoire, au Sénégal, au Burkina faso et au Gabon montrent en effet que cette
espece représente 80 a 84% des ispldis44, 45, 46, 47]Méme si elle est en
constante évolution l'incidence des autres especes demeure faible, notamment
celle deCandida Glabrata(6.9 % des isolats) et deandida Tropicalis(1,9 %

des isolatspj44].

[1.2.2. Distribution des especes dans les populations a risque

L'isolement et le taux de détection des espécesalaransvarient selon les
caracteéristiques (I'age, les maladies sous-jacentes, I'hospitalisation, etc) de la
population et des patients. Pour l'illustr@&andidaparapsilosiscause 30% des

cas de candidémie chez les nouveau-nés, tandis que le taux est de 10-15% chez
les adultesCandidaglabrata est un des agents infectieux les plus communs
chez les patients agés et néoplasiqu€andida tropicalis est plus
communément observé chez les patients atteints de leucémie et les patients
neutropéniquesCandida parapsilosis colonise la peau, et peut causer des
infections liées au cathéteCandidakrusei est plus fréquent chez les patients
bénéficiaires de souches hématopoiétiques cellulaires ou chez les patients
atteints de leucémie neutropéniques ayant recu le Fluconazole en proplylaxie

5, 48].
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[1.3. Facteurs de risque de survenue de quelques candidoses

[1.3.1. Cas des candidoses profondes

Les facteurs favorisants la survenue des candidoses sont multiples. Les
candidoses profondes sont favorisées par deux types de facteurs, les facteurs
extrinseques tout d’abord tels que l'utilisation des cathéters centraux, la
nutrition parentérale totale, les interventions chirurgicales notamment la
chirurgie digestive, I'utilisation des traitements antibiotiques (pré-exposition aux
anticandidosiques comme le fluconazole et certaines echinocandines par
exemple) ou immunosuppresseurs (anticancereux, corticotherapie), les longs
séjours en soins intensifs. Ensuite les principaux facteurs liés a I'hdte sont des
maladies sous-jacentes entrainant une immunodéficience (VIH-Sida), la

neutropénie, I'age (vieillesse, prématufésyo].

[1.3.2. Cas des candidoses oropharyngées

Elles sont favorisées par toute altération de la muqueuse buccale consécutive au
port d'une prothése, par la survenue d’'un cancer et a une ulcération due a des
cytotoxiques anticancéreux. D’autres facteurs notamment la corticothérapie, les
antibiotiques a large spectre et les traitements immunosuppresseurs facilitent
aussi la survenue de cette infection. Les candidoses oropharyngées sont les
formes les plus courantes chez les personnes vivant avec le VIH. Ainsi environ
80% de ces patients développent une candidose orale a tous les stades de la
maladie [50]
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Le passage vers une candidose clinique est I'un des meilleurs marqueurs de
I'évolution de la maladie. L'importance des signes fonctionnels chez les

personnes vivant avec le VIH conduit a une réduction des apports liquides et
solides majorant la dénutrition et peut étre responsable d’une inobservance du
traitement[27]. Une étude récente menée en Cote d’lvoire chez 151 personnes
vivant avec le VIH et porteuses de candidoses oropharyngées a montré la

prédominance de I'espe@andida albican$43].

[1.3.3. Cas des candidoses cutanées

Les candidoses cutanées sont des formes de mycoses communes favorisées par
I'hnumidité et la macération. L’atteinte se fait préférentiellement au niveau des
plis chez le sujet en surpoid27]. Cette forme clinique peut résulter de
I'extension d’une candidose digestive ou génitale ou I'on retrouve des facteurs
favorisants comme le trés jeune age, les personnes ageées, le diabéte, la prise
d’antibiotiques et de corticoideR7]. En outre, certaines professions et
occupations favorisent la survenue d’un intertrigbagndidalocalisé au niveau

des mains, c'est le cas chez les cuisiniers, les aides ménagéres et les

blanchisseurf27].

[1.3.4. Cas des onychomycoses@andida

Dans les onychomycoses@andidala prédominance féminine est nette. En
effet, les femmes sont plus exposées aux principaux facteurs de risque locaux en
raison des contacts prolongés, répétés avec I'eau et les produits d’entretien et de
I'abus des soins de manucure. La contamination due le plus souvent a I'espéce
Candida albicansrésulte d’'une auto-inoculation a partir d’un foyer digestif ou

geénital[27].
17
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[1.3.5. Cas des candidoses vulvo-vaginales

La candidose vulvo-vaginale est I'une des infections gynécologiques les plus
fréquentes chez la femme en période d’activité sexuelle. On estime gu’entre 40
% et 75% des femmes connaitront au moins un a plusieurs épisodes de
candidose vaginale durant leur JEL]. Rare avant la puberté, sa prévalence
décroit apres la ménopause, sauf chez les femmes sous traitement hormonale de
substitution. De plus la candidose vaginale est suspectée de favoriser 'infection
du VIH chez les femmes a cause de la réaction inflammatoire au niveau de la

muqueusg¢50].

Au vue de ce qui précede nous pouvons affirmer que les infections
candidosiques constituent un véritable probleme de santé publique car elles
touchent de nombreuses couches sociales professionnelles et affectent aussi bien
les sujets immunocompétents que les sujets immunodéprimés. De plus, elles
compliquent la prise en charge thérapeutique et nutritionnelle de personnes

vivant avec VIH.
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[ll. GENERALITES SUR TROIS ESPECES DU GENRE CANDIDA

Les espéces du gertandidasont des levures asexuées classées parmi les fungi
imperfecti [52]. Ce genre comporte environ 248 espéces et 8 biovars dont
actuellement 23 especes ont été reconnues pathogénes pour I'H6&me
L’espéce prédominante a sav@andida albicansest le plus souvent isolée au
niveau des muqueuses vaginales et/ou oropharyngées. A cbté de cette espece,
d’autres eémergentes telles gGandida tropicalis, Candida glabrata, Candida
parapsilosis, Candida krusei, Candida guilliermondii, Candida kefyr, Candida

lusitanae,ont vu leur prévalence modifiée au fil des anrjé8s

Méme siCandida albicangeste la levure la plus souvent en cause, son statut est
passé d’'un quasi monopole dans les années 1970 a une faible majorité dans les
années 1990. L’ensemble des espécesafloicans représente maintenant un

peu moins de 50 % des infections séveres @arudida tropicalis, Candida
glabrata, Candida parapsilosigeprésentant chacun 10 a 20 % des espéces

suivant les étudg$3].

I11.1 Généralités sur Candida albicans

L’espéce Candida albicansest une levure cosmopolite, commensale des
mugueuses oro-pharyngées, gastro-intestinales et génito-urinaires. Elle peut

occasionnellement coloniser la pg&q].
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[11.1.1 Morphologie, organisation cellulaire et moléculaire

C’est une levure non capsulée, non pigmentée et aérobie. Cette levure diploide,
dont le matériel génétique se répartit en huit chromosomes, se reproduit de facon
asexuée par bourgeonnements multilatéraux d’'une cellule mére, formant ainsi
des colonies blanches crémeuf&d]. Au niveau morphologique, cette levure
peut mesurer de 3 a 1bn, et est caractérisée par un polymorphisme qui lui
permet de se soustraire aux défenses liées a I'immunité cellulaire. En effet,
certains parametres tels que le pH, la température ou encore la richesse du
milieu de culture influencent I'aspect morphologique que peut prédaindida
albicans Ainsi, trois aspects morphologiques peuvent étre rencontrés : la forme
blastospore, ronde ou ovalaire, la forme pseudomycélium et la forme mycélium
vrai, champignon filamenteux, spécifique de I'esp€aadida albicangfigure

1) ; Cette forme favorise I'invasion des tissus et des organes de[A®te

Candida albicangossede tous les organites intracellulaires caractéristiques des
eucaryotes a savoign noyau, délimité par une double membrane nucléaire et
renfermant huit chromosomes, un nucléole, un réticulum endoplasmique, un
appareil de Golgi. La seule structure différenciant la levure d'une cellule
eucaryote « classique » est la présence d'un systeme vaculo-vésiculaire,
evoluant en relation avec le cycle cellulaire et la division, et impliqué en

majeure partie dans la synthese de la d48ji
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Figure 1: Aspect microscopique deandida albican$54]

[11.1.2 Mécanismes de pathogénicité et facteurs de virulence

De facon générale, le rOle infectieux deandida albicans pathogene
opportuniste, semble favorisé par une combinaison de facteurs liés aux statuts
immunologique et physiologique de I'héte, ainsi qu'a des facteurs liés au
microorganisme, plutbt qu'a un facteur de virulence unique. Les infections
candidosiques sont ainsi probablement initi€es par une diminution des défenses
de I'héte, qui modifie I'équilibre de commensalisme au profit de la levure, et

entraine le basculement du stade de colonisation a celui de lI'infetijon

Les infections de la peau et des muqueuses telles que les candidoses vaginales
par exemple, sont principalement dues a des modifications du pH et de
I'environnement microbien. Alors qu’une atteinte systémique est habituellement
associée a une insuffisance des défenses de I'héte, telle que celle présentée par
les patients hospitalisés en cancérologie soumis a une chimiothérapie ou a une
antibiothérapie a large specff®]. La ségquence des événements qui contribuent

a linstallation deCandida albicanschez son héte peut se résumer en trois
étapes clés, a savoir 'adhérence et colonisation, I'invasion au niveau des tissus

et enfin la multiplication et survie chez I'hoi#9]. Plusieurs facteurs peuvent
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expliguer la virulence d€andida albicans

1. L’adhérence aux surfaces

2. La formation de mycéliums vrais et de pseudomycéliums
3. L’interférence avec la phagocytose

4.  L’interférence avec le complément

S. Les enzymes

[11.2 Généralitéssur Candida glabrata

Anciennement appel@orulopsis glabrata Candida glabrataest une levure
haploide qui ne présente pas de dimorphisme. Jusqu'a récemment, on pensait
gue Candida glabratan'était pas un pathogéne. Toutefois, avec l'augmentation
du nombre de patients immunodéprimés (HIV positifs, transplantés, patients
soumis a une chimiothérapie...), il s'est avéré Gaadida glabrataest un
pathogene opportuniste du tractus urogénital. De plus, lor&epmdida
glabrata s'infiltre dans le flux sanguin, il peut y avoir le développement d'une
candidémig55].

[11.2.1 Morphologie

L’especeCandida glabrataest organisée en 13 chromosomes nucléaires qui
comportent tous un centromer€andida glabratase présente sur milieu
standard (Agar-Agar) sous la forme de colonies lisses et brillantes de couleur
blanc ou créme. Cette espece qui se présente uniguement sous forme de levure,

produit de petites blastospores ovoides de 1 am4 se multipliant par
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bourgeonnement. L'absence de filaments mycéliens est caractér{ftgue
2).

Le génome mitochondrial déandida glabrataest un des plus petits génomes
mitochondriaux connus chez les hémi-ascomycetes. La principale particularité
de ce génome mitochondrial est son caractéere non-indispensable. En effet, par
opposition aux autres levures du genre du g&aedida, la perte totale ou
partielle du génome mitochondrial est viable cheéandida glabrata et
représenterait méme un avantage sélectif en présence d'antifongiques azolés,
puisque cette petite mutation s'accompagne d'une résistance a ces antifongiques

par surexpression des protéines d'efflux de type F5C

Figure 2 : Aspect microscopique deandida glabratd56]

l11.2.2 Pathogénicité et facteurs de virulence

Candida glabrataest considéré comme un constituant naturel de la flore
microbienne des muqueuses des mammiferes et n'est en revanche pas retrouvée
dans l'environnement. Si cette espece était considérée a l'origine comme non
pathogéne, elle est devenue aujourd’hui la deuxieme espéce en fréquence dans

les candidoses, apr&andida albicans En outre, les candidosesGandida
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glabrata sont associées a un taux de mortalité particulierement élevé dans les

formes systémiqud$s5].

L'absence de croissance mycélienne et d'expression de certains antigenes de
surface dont le rbéle dans la virulence a été démontréeCGduedida albicans

ainsi que la faible capacité d'adhérence aux cellules endothéliales, ne laissaient
pas présager une virulence élevée cbaadida glabrataPourtant, le pronostic

vital des patients présentant une candidose profonde ou systémique ou une

septicémie &andida glabrataest souvent compromjss].

La premiere raison est certainement la faible sensibilité de cette espece aux
antifongiques azolés, dont [I'utilisation prophylactique est a l'origine non
seulement de l'augmentation de lincidence @dandida glabrata mais
également de la sélection fréquente d'isolats résistants a ces antifongiques. En
effet des azolés tels que le Fluconazole ou le Kétoconazole sont inefficaces dans
15 a 20 % des cas cont@andida glabrata Par contreCandida glabratareste

tres sensible a 'action des polyenes (Amphotéricine B, nystatine) et des drogues
comme la 5-Fluorocytosine et la Caspofongine qui présentent une efficacité
variable[55].

Plusieurs facteurs dont le rbéle dans la virulence a été démontré pour d'autres

especes ont été identifiés cl@andida glabrata

1. La capacité d'adhérer aux cellules de I'h6te. Ce mécanisme est impliqué
dans la formation de biofilm sur les cathéters et sur les protheses

dentaires.

2. La sécrétion d’hydrolases qui déterminent ses capacités d'envahissement

des tissus de I'hote.

3.  La production d’enzyme a activité hémolytidsé].
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[11.3 Généralités sur Candida tropicalis

Cette levure a une forme variable, ronde a allongée et ces colonies poussent
rapidement. Elles sont crémeuses, blanches, lisses ou légéerement phigsees

Le pseudomycélium peut étre absent, rudimentaire ou abondant et il y a parfois
présence de vrai mycéliun{ffigure 3). La reproduction se fait par
bourgeonnement multilatéral. Un milieu chromogeakbi¢ans ID) permet de

les identifier, les colonies sont de couleur r@é&@ndida tropicalisest isolé dans

la nature, le sol, les végétaux et I'eau. Son pouvoir pathogéne est comparable a
celui duCandida albican$58, 59].

Figure 3 : Aspect microscopique deandida tropicalig60]
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IV. CHIMIOTHERAPIE ANTI-CANDIDA : LES AZOLES
ANTIFONGIQUES

V.1 Définition - Structure

Les azolés constituent une famille relativement homogene d’antifongiques de
synthese totale, possédant des activités thérapeutiques de nature fongistatique.
Du point de vue de leur constitution chimique, ils possedent tous dans leurs
molécules respectives un hétérocycle pentagonal porteur de deux atomes
d'imidazole ou trois atomes d’azote (triazole) d’ou leur nom d'azolé. Cet
hétérocycle azoté est le plus souvent relié a une chaine latérale dp- type
arylalkyloxy B-dichlorophényléthyl au niveau de I'atome d’azote en position 1
(Figure 4) [28, 35, 61].

[ [y
o Ao o Aot

DERIVES IMIDAZOLES DERIVES TRIAZOLES

Figure 4 : Structure générale des azolés antifongiques
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IV.2. Origine et développement de série

L’histoire des antifongiques azolés commence en 1944 avec la mise en évidence
par Woolley [62] des activités antifongiques du 1-(4-chlorobenzyl)-2-methyl
benzimidazole ou Chlormidazole. Mais ce n'est qu'en 1958 que ce dernier sera
utilisé en médecine humaine en tant que premier médicament antifongique de
synthése totale. Trés vite le Chlormidazole montra des limites d’utilisation

notamment son activité uniguement par voie locale et non géfiZBakl]

Deés lors, d’intenses investigations pour la mise au point d’antifongiques plus
efficaces conduiront a la suppression de I'homocycle benzénique du noyau
benzimidazole et a I'avenement en 1967, des imidazolés antifongiques de
premiere géneération en thérapeutique. Ces derniers, bien qu'actifs par voie

systémique, vont cependant présenter deux inconvénients majeurs a savoir :

1. un puissant effet d’induction enzymatique a I'égard des autres

médicaments ;

2. un effet de premier passage hépatique non négligeable, de sorte qu’ils

seront eux-aussi utilisés préférentiellement par voie 1¢28le61].

En 1977, dautres pharmacomodulations aboutiront a la découverte des

analogues structuraux des imidazolés de premiere génération. Ces molécules se
sont révélées étre de puissants antifongiques en raison de leur grande efficacité
dans les mycoses systémiques par voie orale et parentérale. Toutefois, a l'instar
des imidazolés de premiére génération, les analogues structuraux présentent des

inconvénients, notamment une faible biodisponibilité et un faible taux
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plasmatique nécessitant des doses élevées et rapprochées. De sorte qu’en
pratique, ceux-ci seront également réservés a l'usage local a I'exception du
Kétoconazolg28, 61].

Les nouvelles variations structurales entreprises en série des imidazolés
antifongiques aboutiront en 1985, au remplacement du noyau imidazole par un
isostere triazolique et a l'avenement des antifongiques triazolés, qui se
révélerent étre plus stable a la métabolisation et actif dans les mycoses
systémiques tant par voie orale que par voie parentérale a linstar du
Fluconazold28, 61]

IV.3. Classification - Produits utilisés

Les azolés antifongiques sont classés en fonction de la nature de leur hétérocycle
azoté d’'une part en dérivés imidazolés et leurs analogues structuraux et, d’autre

part en dérivés triazolés et leurs analogues struct{@&{ix

IV.3.1 Les imidazolés antifongiques et analogues structuraux.

Deux sous classes sont identifiées : les aryl-phénylméthyl imidazolés et les
arylalkyloxy B-dichlorophényléthyl imidazolés.
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1.  Aryl-phénylméthyl imidazolégFigure 5)

Cette sous-classe est représentée par :

Figure 5: Structure du Bifonazole

1. B-arylalkyloxy B-dichlorophényléthyl imidazolg$-igure 6)

Cette sous-classe est représentée par :

N

»

| NJ J
05 \©\u ] O(;Vo‘@-N\/:/\N _\<CC)H3

ECONAZOLE KETOCONAZOLE

Figure 6: Structure de quelgu@sarylalkyloxy B-dichlorophényléthyl imidazolé
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IV.3.2 Les triazolés antifongiques et leurs analogues structuraux (Figure 7).

Cette classe est représentée:par

N
= N
(N/N (_\
OH
P
S e vt
F N=/
F
FLUCONAZOLE ITRACONAZOLE
L N LN
N CH; F
OH
B @
R NVN \Q\ OH
F
VORICONAZOLE POSACONAZOLE

Figure 7: Structures de quelques triazolés antifongiques

Une classification pharmaco-thérapeutiqgue des azolés antifongiques permet de
distinguer ceux qui sont utilisés pour les traitements mycosiques locaux et ceux

a usage systémique :

1. azolés antifongiques a effet locale : ils regroupent généralement les

dérivés imidazolés, excepté le Kétoconazole,

2. azolés antifongiques a effet systémique : ce sont tous les dérivés triazolés
antifongiqueg28].
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IV.4 Mécanisme et spectre d’action

Les azolés antifongiques agiraient au niveau des stérols membranaires en
bloquant la biosynthése de I'ergostérol par suite de l'inhibition destetol

déméthylase enzyme a cytochrome P-450, a l'origine de la transformation du
lanostérol en ergostérol, indispensable a I'édification de la membrane des

champignon$28, 54]

La réaction de nature oxydative se déroulerait par suite de 'interaction entre les
azolés au niveau de leur atome d’azote pyridinique en position 3 ou 4 et le fer
hémique du cytochrome P-450. Ce complexe ainsi formé serait a I'origine du
blocage du site d’occupation de l'oxygéne, d’ou l'action oxydative. Cette

derniére se traduirait par une déplétion en ergostérol et une accumulation du

lanostérol et d’autres stérols méthylés en positiof28}

Ces changements rendent la membrane plus fragile et alterent l'activité de
plusieurs enzymes liées a la membrane a l'origine des activités fongistatiques
des azoléef28].

Ce mécanisme d’interaction des azolés avec le cytochrome P-450 tant chez les
microorganismes que chez les mammiferes serait responsable des effets

indésirables et de I’hépatotoxicité imputés a certains azolés (Kétocorjdadle)

Les antifongiques azolés présentent un spectre d’action large incluant les levures
du genre Candida sauf Candida krusei les champignons dimorphes,
Cryptococcus neoformanses dermatophytes et le gemispergillusdont la

sensibilité est inconstante d’'une molécule a une §&ie
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IV.5. Contre-indications des azolés antifongiques

Les azolés antifongiques seront contre-indiqués en cas d'insuffisance rénale,
d’insuffisance hépatique, d’allergie a ces médicaments, chez la femme enceinte

et la femme en période d’allaitement.

IV.6. Effets indésirables des azolés antifongiques

Les antifongiques azolés présentent de nombreux effets indésirables : une
hépatotoxicité au long court, des troubles digestifs (hausées, vomissement,
diarrhée), des troubles neurologiques et des troubles cutanéo-muqueux a type

d’allergies.

V. PLACE DES TRIAZOLES ANTIFONGIQUES DANS LA PRISE EN
CHARGE THERAPEUTIQUE DES CANDIDOSES.

Les agents antifongiques systémiques qui ont montré leur efficacité pour le
traitement de la candidose comprennent quatre grandes catégories: les polyénes
(amphotericine B, nystatine), les triazolés (le fluconazole, l'itraconazole, le
voriconazole et le posaconazole), les échinocandines (la caspofungine,

I'anidulafungine et la micafungine) et la flucytosing?].

De par leur large spectre et leur activité fongicide, les antifongiques triazolés
sont frequemment recommandés et prescrits dans le cadre de la prise en charge
des infections fongiques invasives. lls sont indiqués en premiere ligne dans les
traitements préventifs et/ou curatifs de ces infections (en particulier les
candidoses et aspergillos¢s2-17].
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V.1. Thérapie prophylactique

V.1.1. Le Fluconazole

Le Fluconazole occupe le premier rang des triazolés et des antifongiques les plus
utilisés dans la prophylaxie contre les candidoses invasives et les candidoses des

mugueused12-16] notamment :

1. chez les patients adultes a haut risque hospitalisés en soins intensifs a la

posologie de 400 mg (6 mg / kg) par jp12, 15],

2. chez les patients atteint par le VIH et exposés a une candidose oro-

pharyngée et cesophagierihé],

3.  en post opératoire pour les receveurs de greffe de foie, de pancréas, et les
greffés a haut risque de l'intestin gréle a la posologie de 200-400 mg (3-6
mg / kg) par jour par jour pendant 7 a 14 jdug 14],

4.  en post opératoire abdominale et pour des perforations gastro-intestinales
récurrentes ou des fuites anastomotiques intestinales a la posologie de 400

mg (6 mg/kg) une fois par jo(it3],

5. chez les patients neutropéniques notamment ceux dont la neutropénie a
été induite par la chimiothérapie a la posologie de 400 mg (6 mg/kg) une
fois par jour[12]. Le traitement prophylactique avec le fluconazole doit

débuter a temps, avant I'apparition de la neutropénie attendue,

6. pour les receveurs de greffe de cellules souches présentant un risque de

neutropénie a la posologie de 400 mg (6 mg / kg) pafj@umi4],

7.  en néonatalogie pour les nouveaux nés dont le poids est inferieur a 10009

présentant de hauts risques de candidoses invasives, a la posologie de 6
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mg/kg, 2 fois par semaine, en intraveineuse ou par voie orale et chez

I'enfant sous chimiothérapie allogénique HS[QZ, 15]

V.1.2. Le Posaconazole

Le posaconazole, disponible uniguement sous forme de suspension buvable, est
majoritairement prescrit dans la prophylaxie des infections fongiques invasives
notammen{l2, 14, 17] :

8. chez les patients recevant une chimiothérapie d’'induction de la rémission
pour une leucémie myéloide aigué (LMA) ou un syndrome
myélodysplasique (SMD), connus pour induire une neutropénie prolongée
et qui sont a haut risque de développer des infections fongiques invasives,

a la posologie de 200 mg, 3 fois par jfl2],

9. chez les receveurs (enfants ou adultes) de greffe de cellules souches
hématopoiétiques (GCSH) sous traitement immunosuppresseur a haute-
dose pour la maladie du greffon contre I'hdte et qui sont a haut risque de
développer des infections fongiques invasives, a la posologie de 200 mg,
3 fois par jouf14, 15].

V.1.3. Le Voriconazole

Le voriconaole est recommandé chez les receveurs de greffe (enfant ou adulte)
de cellules souches hématopoiétiques (GCSH) pendant la phase neutropénique
et qui sont a haut risque de développer des infections fongiques invasives, a la
posologie de 200 mg, 3 fois par jdu4, 15].
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Le voriconazole et le posaconazole sont souvent utilisés comme alternatives au
fluconazole ou en deuxieme intention en cas notamment de résistance au
fluconazole de certaines souches @andida (Candida Krusei, Candida
Glabrata) [12, 13, 17].

V.1.4. L’ltraconazole

L’itraconazole est une molécule de synthése qui a démontré son efficacité en
particulier chez I'immunodéprimgl7]. En effet, méme si elle est moins bien
tolérée, elle peut étre recommandée comme alternative intéressante au
fluconazole et au posaconazole pour la prophylaxie des infections mycosiques
chez les patients immunodéprimés, ou recevant une chimiothérapie, ou une
greffe (CSH) qui induit une neutropénie. La posologie est de 200 mg, 2 fois par
jour[12, 14, 15]

V.2. Thérapie curative

Les azolés ne doivent pas étre utilisés pour le traitement empirique chez les
patients qui ont recu un azolé en prophylaxie. Le traitement antifongique
empirique doit étre envisagé pour les patients malades présentant des facteurs de
risque de candidose invasive et dont la cause de la fievre n’est pas connue; et il

devrait étre fondé sur une évaluation clinique des facteurs de fistjue

V.2.2. Le Fluconazole

Le fluconazole est I'antifongique le plus recommandé en premiere intention:
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10. dans le traitement des candidoses oropharyngées a la posologie de 100 mg

par jour pendant 7 a 14 joJtst, 16],

11. dans les candidoses oesophagiennes par voie orale a la posologie de 200

mg par jour pendant 14 a 21 jo(ii4, 16],

12. a forte dose dans la prise en charge des candidoses oropharyngées et

cesophagiennes réfractaiféd, 16],

13. dans le traitement des candidoses oropharyngées et oesophagiennes
réfractaires si la souche @andiday est sensible, a la dose de 100 a 200
mg, 3 fois par semaine ou 50 a 100 mg par [jbGi,

14. dans le traitement de la candidose invasive chez les patients adultes non
neutropéniques, a la posologie de 800 mg (12 mg/kg) dose de charge,
ensuite 400 mg (6 mg/kg) par joufl2, 13] et chez les enfants a la
posologie de 12 mg / kg par jour, avec une dose de charge de 25 mg / kg
[12, 15],

15. dans le traitement empirique de la candidose invasive présumée chez
les patients adultes non neutropéniques, dose de charge de 800 mg (12 mg
/ kg), puis 400 mg (12 mg / kg) par jda2, 13],

16. dans la candidurie, notamment chez les patients immunodéprimés lorsque

I'espece de&Candidaest identifiée comme sensible [12, 16].

Le fluconazole est également souvent recommandé comme alternative dans la
prise en charge ou le traitement empirique de la candidose invasive chez les
patients neutropéniques n'ayant pas eu d’exposition récente aux azolés, a la dose
de charge de 800 mg (12 mg / kg), puis 400 mg (6 mg / kg) pddpjur
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V.2.3. Le Voriconazole

Le voriconazole est aprés le fluconazole, le triazolé le plus recommandé en
premiere intention notammeji2-14]:

17. dans le traitement des candidoses invasives resistantes au fluconazole
(candidoses &andida kruseiouCandida glabatra a la posologie de 400
mg (6 mg/kg), 2 fois par jour pour deux doses et ensuite 200 mg (3mg/kg)
par jour,

18. dans le traitement empirique de la candidose invasive présumée chez les
patients neutropéniques, a la posologie de 400 mg (6 mg/kg) deux fois par
jour pour deux doses, ensuite 200 mg (3 mg/kg) par jour, administration

par voie intraveineuse.
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V.2.4. Le Posaconazole

Le posaconazole est recommandé dans la candidose oropharyngée et
cesophagienne en traitement de premiere intention chez les patients avec une
pathologie sévéere ou chez les patients immunodéprimés chez qui une réponse
faible a un traitement local est attenda@, 17] Le caractere réfractaire est
défini par la progression de l'infection ou I'absence d’amélioration aprés un
minimum de 7 jours de traitement par un antifongique efficace aux doses

thérapeutiques (Ex : Fluconazole ou Nystat[té&).

V.2.5. L'ltraconazole

L’itraconazole est utilisé en deuxieme intentatans le traitement empirique de
la candidose invasive préesumée chez les patients neutropéniques, a la posologie
de 200 mg (3 mg/kg), deux fois par jold2]; et en premiere ligne dans le
traitement des candidoses oropharyngées et cesophagiennes réfractaires, a la

dose minimale de 600 mg par jqae, 16].
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VI. RESISTANCES AUX AZOLES ANTIFONGIQUES

Presque toutes les classes d’agents antifongiques systémiques actifs disponibles
a ce jour, comme les polyenes (amphotéricine B), les azolés, les flucytosines, et
les plus récents les échinocandines contribuent a améliorer la gestion des
infections fongiques invasives. Néanmoins, le taux d'échecs antifongiques est
élevé et I'émergence de souches fongiques résistantes est une préoccupation
croissante, en particulier pour les souches capables de présenter une résistance

aux antifongiques les plus recommandés et les plus couramment pfé3¢rits

En effet, la large utilisation des triazolés recommandés dans le traitement
primaire (Fluconazole et Voriconazole) et le traitement prophylactique
(Fluconazole et Posaconazole) des infections invasives causées par les especes
du genreCandida[12-17] a conduit a 'émergence d’une résistaiteitro de

Candida et d’autres isolats fongiques au Fluconazj@d&, 24] et dans une
moindre mesure aux plus récents des triazolés, le Voriconazole et le

PosaconazolR0, 23].

Des mécanismes moléculaires différents sont associés a la résistanoe a

des triazolés parmi les especes du ge@andida; par exemple des
modifications dans la qualité ou la quantité de I'enzyme cible, réduit l'acces du
médicament a la cible, des mutations dans les genes ERG participant a la
biosynthése d'ergostérol ou une combinaison de ces mécanismes et I'activation
des transporteurs d'efflux multi résistantes codées par des genes MDR et CDR
[23].

La maitrise des mécanismes physiologiques déterminants la résistance des
champignons aux antifongiques permet de mieux cerner I'épidémiologie de ces

microorganismes, d’identifier des cibles pour les nouvelles molécules mais aussi
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d’anticiper les nouvelles résistances. Ainsi, nous exposerons les facteurs et

mécanismes de résistance mis en jeu dans la classe des azolés antifongiques.
VI.1. Définition

La résistance aux antifongiques se définit comme étant l'insensibilité d’'une
souche fongique a un ou plusieurs antifongiques. La souche fongique résistante,
est capable alors de supporter des concentrations d’antifongique supérieures a
celles qui inhibent le développement de la majorité des souches de la méme
espece. Cette résistance peut étre primaire (intrinseque) ou secondaire (acquise)
[64].

La résistance primaire est celle que développe une souche fongique a I'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 espéce. Elle fait partie généralement du
patrimoine génétique normal du champignon. C’est par exemple le cas de la
résistance deCandida kruseiau Fluconazole et celle d€ryptococcus

neoformanswux 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 l'altération d’'un gene. La résistance des espec€arakda
albicanset deCryptococcus neoformarai Fluconazole illustre bien ce type de
résistancgs5, 65].
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VI.2 Epidémiologie et facteurs de résistance

L’épidémiologie des levures du gerCandidas’est considérablement modifiée
ces dernieres années avec l'apparition d’espéeces résistantes a un ou plusieurs
antifongiques. Plusieurs facteurs peuvent expliquer la survenue de ces

résistances aux antifongiqués].

La résistance des souches du genre candida aux antifongiques azolés est
freguemment rapportée, en raison de la sélection d’especes résistantes due a
l'utilisation croissante des antifongiques azolés. En effet ['utilisation des
antifongiques n’est pas restreinte au traitement curatif des infections fongiques.
La forte mortalité de ces infections, significativement augmentée en cas de
retard de mise en route d'un traitement antifongique adapté chez les patients
immunodéprimés et/ou de réanimation, et l'incidence croissante des mycoses
systémiques dans certains groupes de patients (hémopathies malignes,
transplantation), a conduit a un usage plus précoce des antifongiques. Le
traitement peut ainsi étre instauré avant méme le développement de l'infection
(traitement prophylactique, basé uniquement sur des facteurs de risques) ou le
plus précocement possible dans 'histoire naturelle de linfection (traitement
préemptif, traitement empiriqug)0], c’est notamment le cas du fluconazole
fortement recommandé en prophylaxXig#0, 12-17] Quelques résistances
secondaires ont été décrites chez des patients sous prophylaxie au fluconazole,
notamment chez les patients vivant avec le VIH ayant une candidose
oropharyngéd67] et les patients greffés de la modib]. Aussi ce qui est
constaté actuellement, c’est que ce n’est plus seulement la pré-exposition aux
azolés (fluconazole, itraconazole...) qui impacte I'épidémiologie des infections
fongiques invasives en hématologie. L’exposition récente aux échinocandines

(capsofungine, anidulafungine...) a fait ressortir plus de Candida parapsilosis
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lors d’événements invasifs ultérieurs. En outre, il a été observé que des espéeces
normalement sensibles ont acquis des mutations de résistance aux
échinocandines comme Candida albicans, Candida glabrata et Candida krusei.
[68].

Toutefois, la prévalence des résistances primaires aux triazolés de premiere
génération chez les souches du gebamdida est faible[67, 69] Elle a été
décrite dans moins de 2,5 % des cas pour le fluconazole et dans moins de 9 %
des cas pour litraconazo[65]. Les souches d€andida albicanssont le plus
souvent sensiblesCandida glabrataest souvent «sensible-dose dépendant»,

Candida kruseest le plus souvent résist46b].

Par ailleurs, des résistances croisées entre différents azolés ont également été
décrited70, 22, 23].

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 l'exposition au fluconazd|él]. D'autres facteurs, tels que
I'exposition a des agents antibactériens, a des traitements immunosuppresseurs et
la condition médicale sous-jacente de [I'hGte, pourraient se révéler étre de
meilleurs facteurs prédictifs de la distribution des especeSadéidaque de

I'utilisation du fluconazol§72, 73]

V1.3 Mécanismes de résistance

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[@ddlés
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VI.3.1 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 phosphatidylcholine et la
phosphatidyléthanolamine dans le plasma peut changer les fonctions barrieres de
la membrane. De plus, une importante cause de la réduction de lI'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 systéeme
d’efflux est trés développé. Ceci est d0 a la surexpression des genes codant pour
ces systemes d'efflyg0, 55, 69,]

VI.3.2 Altération de la composition en stérols de la membrane

Les levures résistantes sont capables de modifier la voie de biosynthése de
I'ergostérol, qui de ce fait supprime I'effet délétere des azolés, en évitant ainsi la
formation par ces derniers de métabolites toxiques a partir de stérols méthylés en
position 14e. Chez Candida albicans, le 14 a-méthyl fécostérol peut étre
métabolisé par I'enzynre-5-6 désaturase (codé par le g&mREG3)en un produit
toxique. Cette étude a montré gue les souches résistantes aux dérivés azolés
avaient une mutation dans le g&RG3[35, 55, 69]

VI.3.3 Altération ou surproduction de la cible enzymatique des azolés

Certaines mutations du gem#RG 11 ont été revélées dans plusieurs études
comme étant la cause de la diminution d’affinité entre les dérivés azolés et les
enzymes (14-déméthylase) ou une surexpression du gReé11[35, 55, 69].
Plusieurs nouvelles mutations ont été découvertes ces derniéres années, parmi

elles une nouvelle mutation L321F a été identifiée cBamdida albicans

43



Activités anticandidosiques de quatre dérivés cycliques d’'imidazopyridinyl-cyclohexénones-a-vis de
Candida albicansde Candida tropicaliset de Candida glabrata

résistantes au fluconazol@1], ainsi qu'une autre (A395T) cheZandida

tropicalis lui conférant également une résistance au flucon§zéle

Deuxieme partie :

ETUDE EXPERIMENTALE
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I. MATERIEL ET METHODES
[.1. Matériel
[.1.1.Type d’étude et cadre de travalil

Ce travail de type expérimental a été initié par suite de la synthese chimique
totale des biomolécules au Laboratoire de Chimie Thérapeutique et
Biomolécules de I'UFR des Sciences Pharmaceutiques d’Abidjan. Au total, ce
sont quatre (4) hybrides de cyclohexénone a support imidazopyridine qui ont été

conceptualisés puis synthétiseés.

Les structures de toutes les molécules préparées ont été confirmées par les
méthodes spectroscopiques habituelles (RMIN, °C ; Masse) au Laboratoire
CEISAM de Nantes.

Pour notre part, nous nous sommes uniquement focalisés sur I'évaluation des
activités antifongiques de ces quatre (4) hybrides de cyclohexénones a support
imidazopyridine. Cette évaluation a été réalisée durant 2 mois (du 05 Mai au 30
Juin 2014) au Laboratoire de Parasitologie et de Mycologie du Centre Suisse de

Recherche Scientifique (CSRS) en Coéte d’'lvoire.
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[.1.2. Appareils

Pour la réalisation de ce travail, nous avons utilisé les appareils suivants :
1. Bain-marie de marque SALVIS®

2. Plaque chauffante BEKO®

3. Balance de précision AG 204 DELTA RANGE®

4.  Agitateur de marque STUART SCIENTIFIC®

5. Incubateur de marque LABCON®

[.1.3. Réactifs de laboratoire
Comme réactifs de laboratoire, nous avons utilisé :

1. Milieux de cultures : Sabouraud 4% glucose Agar (Fluka, bouillon);
Sabouraud agar maltose (OXOID), Bouillon SABOURAUD ; Tryptone
Soja (OXOID) Milieux de culture :

2.  Solvant (hexane, acétate d’éthyle, éthanol, méthanol, DMSO, eau

distillée)
3.  Substance médicamenteuse antifongique (Fluconazole)
4. Produits a tester (4)

5.  Souches de Candida albicans27386Candida tropicaliset de
Candida glabrata

6.  Chlorure de methylthiazolyltetrazolium (MTT)
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[.1.4. Petits matériels

Les petits matériels qui ont servi a la réalisation de ce travail sont :
1. Flacon de culture en verre

2.  Pipettes graduées (10 ml)

3. Micropipettes (50ul et 100ul)

4. Embouts

5. Boites de Pétri

6. Plaques de silicagel 60 F254 sur verre (Merck)

7. Anse de platine

8.  Bacs en polyéthyléne

9. Microplaques (96 puits)

[.1.5. Produits de synthese a évaluer

Les quatre (4) hybrides de cyclohexénones a support imidazopyridibke4u
) soumis a I'évaluation anti-Candidant été fournis par le Laboratoire de
Chimie Thérapeutique et Biomolécules de 'UFR des Sciences Pharmaceutiques

d’Abidjan sous forme de poudre.
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Tableau | : Structures chimiques des quatre hybrides de cyclohexénone a

support imidazopyridine

Composés Structures chimiques
N_CHs
O
1 -0
o COOEt
N___CHs
v
2 et
o COOEt
/N CHs
O
N
3 HaC 4".’
o COOEt

N\ _CHy
5
N |
— C
4 W O 4
(@]

COOEt

48



Activités anticandidosiques de quatre dérivés cycliques d’'imidazopyridinyl-cyclohexénones-a-vis de
Candida albicansde Candida tropicaliset de Candida glabrata

[.1.6. Substance de référence

Pour mettre en évidence l'efficacité antifongique de nos nouveaux hybrides de
cyclohexénones a support imidazopyridine, nous avons utilisé une substance
medicamenteuse a savoir le Fluconazole qui en raison de ses indications
thérapeutiques contre les infections fongiqgu€aadidafait office de substance

de référence.

Ce médicament sous forme de poudre pure provenait des laboratoires SIGMA
Chimical Co. (USA).

[.1.7. Matériel microbiologique

Pour évaluer l'activité antifongique en particulier gdéindidades nouveaux
hybrides de cyclohexénones a support imidazopyridine, nous avons utilisé une
souche clinique d€andida albicansune souche d€andida tropicaliset une
souche deCandida glabrata;toutes provenant du Centre de Diagnostic et de
Recherche sur le SIDA et les Maladies Opportunistes (CeDReS) du CHU de
Treichville d’Abidjan, Céte d’lvoire.

[.2. Méthodes

Pour la déterminatiom vitro de l'activité antiCandidades produits a tester, un
screening a été réalisé grace a la technique de bioautographie « agar overlay »
mise au point par Rahalis¢i4, 75] L’activité de chaque produit a la quantité
seuil de 10 pug a été mesurée par la détermination de sa Concentration Minimale
Inhibitrice (CMI).
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[.2.1. Principe de la technique de bioautographie (Agar overlay)

Il s’agit d'une méthode de déterminatiam vitro par chromatographie sur
couche mince (CCM) des quantités minimales capables d’inhiber la prolifération

des souches fongiques.

Elle a 'avantage de permettre le criblage antifongique de plusieurs produits a la
fois (10 produits par plaqugy4]. L'inhibition de la croissance fongique a été
évaluée par la détection colorée de l'activité déshydrogénasique des germes a

I'aide du Chlorure de Méthyl Thiazolyl Tétrazolium (MT{§chéma 1)

Candida albicang

Ensemencement sur gelosé sabougludosée
a 30° Cpendant 24 a 48 heures

Culture 24-48 heu%es

@ 1 a 2 colonies dans le bouillon tryptone
soja (BTS), a Température ambiante

y Ppendant une nuit
10 pg (10 pl) de produit, sont déposés sur les 9 on 1 (B1)
de silicagel 60 F254 sur verre (10 produits par

. . Transfert de 1 ml de B1 dans 50 ml de
portion de plaque de silicagel 10 cm x 10 cm).

Les chromatogrammes sont développés dans un BTS, laisser & Température ambiante
systeme d'élution composé d’hexane-acétate d'éthyle (1/130us agitation pendant 6 heures

Produits a tester

Chromatographig Bouillon 2 ( B2)
(35-40°C)

Transfert de 5 ml de B2 dans 50 ml
d'agar a I'extrait de malt maintenu fondu
au bain-marie a 45°C .

Etalement de 10 ml de I'inoculum puis,
incubation a 30° C pendant une nuit en

atmosphére humide
< inoculum
Y

Chromatogramme

(Activité non visible)
Révélation avec MTT (2,5 mg / ml), puis
incubation 2 & 4 heures

Chrommatogramme de couleur Violette
(Activité visible, micro-organismes encore vivants|

leieler avec |'éthangduis lecture

Chrommatogramme de couleur Violefte
(Activité visible, micro-organismes morts)
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Schéma 1 Etapes de réalisation de la technique de bioautographie
[.2.2. Préparation de lI'inoculum microbien

Pour chaque espece dmndidg nous avons realisé la culture des souches
cliniques sur des boites de Pétri contenant de la gélose SABOURAUD glucosé
(SABOURAUD 4% glucosée Agar) avec une incubation a 30°C pendant 48 h.

Pour chaque espece, une a deux colonies ont été prélevées et mises en
suspension dans 50 ml de milieu SABOURAUD liquide. Les suspensions
obtenues sont maintenues sous agitation pendant 24 h a température ambiante.
On préleve ensuite un (1) ml du bouillon que 'on transfére dans une solution de
50 ml de tryptone soja, laissé sous agitation pendant 6 heures (temps nécessaire
pour atteindre une croissance exponentielle de nos différentes espéces de
Candidg.

Au moment du test, on ajoute 5 ml du bouillon de 6 h 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 de chaque espece contenant

théoriquement TQ&ellules/ml.

[.2.3. Détection des activités antifongiques

Des solutions méthanoliques des produits de synthese et du Fluconazole a tester
sont préparées a 1mg/ml. Avec des capillaires, 10 pl de chaque solution soit 10
g de substance ont été déposées en spots sur deux plagues de silicagel 60 F254
en verre. Les plaques ont été développées dans des cuves chromatographiques
préalablement saturés d’'une phase mobile composée d’hexane-acétate d’éthyle,
'une des plaques a servi a faire le test antifongique. Ces plaques sont ensuite

séchés et maintenus a 35-40° C environ, sur une plaque chauffante. Sur chaque
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plagues, on étale rapidement I'inoculum, a raison de 10 pl par portion de plaque
de silicagel (10 cm x 10 cm). Apres solidification de I'agar, les plaques sont
incubées a 30°C dans des bacs de polyéthyléne pendant une nuit, en atmosphere
humide. Pour la révélation, les plaques ainsi préparées sont imprégnées d’'une
solution aqueuse de Chlorure de Meéthylthiazolyl-Tétrazolium (MTT) a la
concentration de 2,5 mg/ml. A la suite d’'une nouvelle incubation de 2 a 4 heures
environ, des zones d’inhibition de croissance apparaissent sous formes de taches
blanches sur un fond violet. La lecture des plaques se fait a la lumiere

ultraviolette.

[.2.4. Détermination des Concentrations Minimales InhibitriceCMI)

Pour tous les produits qui induisent une zone d’inhibition, donc actifs au moins
sur une des especes @andida les Concentrations Minimales Inhibitrices
(CMI) de ces derniers ont été déterminées suivant une gamme de dilution
(Tableau II).

Tableau Il : Gammes de dilution et de concentration des produits a évaluer

Gamme déConcentration Gamme de¢Concentration
dilution (ug/uL) dilution (ng/uL)

1 10 6 0,3125

2 5 7 0,15625

3 2,5 8 0,078125

4 1,25 9 0,0390625

5 0,625 10 0,01953125
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[.2.4.1 Principe de la méthode de microdilution

La méthode de microdilution est utilisée pour déterminer la CMI des différents
extraits. C’est une méthode qui consiste a mettre en contact un inoculum de
Candidaavec une dilution croissante d’antifongique dans des microplaques de
96 puits (12 rangés de 8 puitfigure 4). L'inhibition de la croissance fongique

sera évaluée par la détection colorée de l'activité déshydrogénasique des germes
a l'aide du Chlorure de Méthyl ThiazolylTétrazolium (MTT). La CMI est
donnée par la plus faible concentration n’entrainant pas de transformation du
MTT.

[.2.4.2 Préparation de I'inoculum

La préparation de l'inoculum se fait selon le principe de la technique de
bioautographie « agar overlay ». On prépare les cultur€zaddidasur de la

gélose de Sabouraud glucosée (Sabouraud 4% glucose agar, Fluka) en boite de
Pétri, incubée a 30°C pendant 48 heures. Une a deux colonies sont ensuite
ensemenceées dans 50 ml de bouillon de Tryptone Soja (OXOID), puis laissées
sous agitation pendant une nuit a température ambiante. On préleve ensuite 10
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 Candidg. Au moment du test, on ajoute 5 ml du bouillon d’environ 6 heures

dans 50 ml de bouillon pour le diluer.

|.2.4.3 Détection des activités
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Le test est réalisé sur des microplaques de 96 puits. Les solutions meres des
différents extraits ont été préparées avec du Diméthylsulfoxyde (DMSO) a la
concentration de 1 mg/ml puis dilué avec le bouillon pour obtenir des solutions
concentrées a 10 pug/ml. 100 pl de cette dilution sont déposés dans les puits de la
premiere colonne. On distribue ensuite 50 ul de bouillon dans les puits suivants
et 50 pl de la solution du premier puit sont utilisés pour obtenir la gamme de
dilution du tableau ci-dessus. 50ul de I'inoculum sont distribués dans les puits a
I'exception du dernier qui sert de témoin pour vérifier qu’il n'y a pas de
contamination. Les plagues sont incubées a 30°C pendant 48h. Aprés
incubation, 40 pl de solution aqueuse de chlorure de methylthiazoyltetrazolium
(MTT) ont été ajoutés a chaque puit et incubé encore pendant 30 min a

température ambiante. Les tests ont été répétés et vérifies a deux reprises.
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Figure 8 : CMI : dilution en milieu liquide en microplaque (plaque de 96 puits)
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[I. RESULTATS ET DISCUSSION

[I.1. Résultats de I'évaluation des activités antifongiques

[1.1.1 Résultat du screening antifongique

Les résultats obtenus lors du screening antifongique des hybrides de
cyclohexénones a support imidazopyridine et du Fluconazole vis-a-vis des
souches de&andida albicansde Candida glabrataet deCandida tropicalis

sont rassemblés danstébleau Ill .

Ces résultats montrent que :

1. Sur Candida albicanset Candida glabrata, les 4 composés se sont

montrés actifs a la QMI seuil de 10 ug.

1.  SurCandidatropicalis seul lecomposé 1lle composé Jt lecomposé 4

ont montré une activité a la QMI seuil de 10 ug.

2. La substance de référence (le Fluconazole) s’est montrée active sur les

trois souches d€andidaa la QMI seuil de 10 pg.
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Tableau Il : Statut antifongique desomposés 1 a £t du Fluconazole vis-a-

vis des souches deandidaa 10 pg

Statut antifongique

Composés Structures
C. albicans| C. tropicalis | C. glabrata
N CHs
1 R [ Actif Actif Actif
(4 COOEt
N_CHy
2 ~ 0 [ e Actif Inactif Actif
o] COOEt
N CH3
3 I [ Actif Actif Actif
o COOEt
/N CHs
&
N
¢ [ ] At Actif Actif
o COOEt
Fluconazole Actif Actif Actif

Actif : QMI = 10ug : présence d’'une zone d’inhibition

Inactif : QMI >10ug : absence d’'une zone d’inhibition
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[.1.2 Résultat de la dilution en milieu liquide

Les résultats de [I'évaluation des activités &andida des 4 dérivés
imidazopyridinyl-cyclohexénonesComposés 1-¥ et du Fluconazole vis-a-vis
des trois especes @andidaont été rassemblés danstdbleau IV. L’activité
de chaque dérivé est donnée par sa CMI exprimée en pug/ml. Seuipeseé 2
n'a pas été évalué sur la souche @gndida tropicalis car n'ayant aucune

activité antifongique a 10 u&f. tableau lIll).
Les résultats obtenus font ressortir que:

1. Les guatre hybrides de cyclohexénones ont présenté une activité sur au
moins l'une des trois especes@andidaavec des CMI allant de 0,3125 a

2,5 ug/ml. Parmi ces dérivés:

1. Le composé la présenté une activité sur les trois especeSathelida
avec des CMI respectives de 2,5 pug/ml €landida albicanset
Candida glabrateet de 0,625 pg/ml s@andida tropicalis.

2. Le composé 2 a quant a lui été actif seulement andida albicanset

Candida glabrataavec une CMI de 2,5 pg/ml.

3. Le composé 3 montré une activité sur les trois especeSatedidaavec
des CMI de 2,5 pg/ml si@andida albican®t Candida glabrataet de
0,3125 pg/ml su€andida tropicalis.

4. Le composé 4a induit une activité sur les trois espece<dadidaavec
des CMI respectives de 1,25 ug/ml siandida albicans2,5 pug/ml
sur Candida glabratat 0,625 pug/ml su€andida tropicalis.
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5. Le Fluconazole a présenté la méme efficacité sur les trois espéces de

Candidaavec une CMI de 2,5 pg/ml.

Activités anticandidosiques (CMI

Composés Structures
Hg/ml)

Tableau IV : Activités antifongiquesn vitro des hybrides de cyclohexénone a

support imidazopyridine vis-a-vis dandida
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C. albicans| C. tropicalis| C. glabrata

COOEt

/N CHs
= ’ Q 2.5 0,625 25
/]
O

/N CHs
2 Q :
) e 2,5 > 10 2,5

/
4 cooEt

3 C’
hac”® N >, [ 25 0,3125 2,5

72
H@Q ) [ e 1,25 0,625 2,5

Fluconazole 2,5 2,5 2,5

[1.2. Discussion

Aprés I'évaluation des activités antifongiques de nos dérivés cyclohexénones a
support imidazopyridine vis-a-vis des trois espécesCdadida, a savoir
Candida albicansCandida tropicalis et Candida glabratapus discuterons des
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résultats expérimentaux obtenus. Une telle discussion de type relations structure-
activité a pour objectif de déterminer les éléments structuraux qui concourent a

I'apparition voire a I'exaltation des activités antifongiques attendues.

La méthode pharmacochimique de conceptualisation de nouveaux candidat-
médicaments par suite d'une réunification appropriée de plusieurs entités

pharmacophores permet d’établir que :

1. La juxtaposition d'une imidazopyridine a une cyclohéxenone conduit
effectivement a une nouvelle molécule hybrideniposé ) qui a montré
la méme efficacité¢ (CMI = 2,5 pg/ml) en terme d'activité
anticandidosique sufandida albicanset Candida glabrata que le
Fluconazole (médicament anticandidosique de référence, CMI = 2,5
ug/ml). Par contre su€andida tropicalis,le composé 1s’est montré 4
fois plus efficace (CMI = 0,625 pug/ml) que le Fluconazole.

2. Le choix de juxtaposer une imidazopyridine a une cyclohexénone s’avere

donc judicieux pour I'induction d’activités antifongiques.

Le concept pharmacochimique d’élaboration de nouvelles biomolécules
potentielles par juxtaposition de pharmacophores, demeure par conséquent, une

méthode pertinente pour I'élaboration de candidat-médicaments.

Au vu de cette efficacité antifongique vis-a-vis de souch&3amelida albicans,

Candida tropicalis et Candida glabrateduite par lecomposé 1il a paru
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intéressant d’entreprendre d’autres modulations chimiques autour de ce dernier
dans la perspective d’améliorer ses activités et ce, quelque que soit la souche de
Candida A cette fin, nous avons entrepris autouratumposé 1,3 types de

modulations chimiques a savoir :

1. La modulation de I'homocycle benzénique par introduction d’atome

d’halogene de type Chlore en position 4'.

2. La modulation de I'hétérocycle imidazopyridine par introduction de

groupement alkyle de petite taille de type méthyle en position 6.

3. La double modulation de 'homocycle benzénique par introduction d’'un
atome de Chlore en position para et de I'hétérocycle imidazopyridine par

introduction de groupement de type méthyle en position 6.

Les principales variations entreprises pour déterminer les éléments structuraux
indispensables a l'apparition, au maintien voire a |'exaltation des activités
antifongiques attendues, permettent de comparer l'efficacité antifongique des

différentes molécules sur chacune des souches.

[1.2.1. Efficacité comparée des modulations su€andida glabrata

1. La modulation de 'homocycle benzéniqueatimposél par introduction

d’atome d’halogene de type Chlore en position para condubr@uposé
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2 qui a montré la méme efficacité anticandidosique (CMI = 2,5ug/ml) que

le composé Isur la souche d€andida glabrata

2. La modulation de I'hétérocycle imidazopyridine du composé 1 par
introduction d’'un groupement méthyle en position 6 a conduit au
composé 3qui, a I'instar ducomposé 2induit le maintien de l'activité
anticandidosique. En effet, momposé 3réalise une performance anti-

glabratade 2,5 pug/ml superposable a cellecdmposé 1

3. Lorsque I'on introduit un atome de Chlore en position 4¢dmposé 3le
composé 4obtenu ne provoque aucune variation de la performance
antifongique. En effet, ce dernier a présenté une efficacité similaire a celle
de son homologue non chlo@Mmposé 3 surCandida glabrataavec une
CMI = 2,5ug/ml. Cette double modulation domposé lavec d’une part
I'introduction d’atome d’halogene de type Chlore en position 4’ sur son
homocycle benzénique, et d’autre part l'introduction de groupement
méthyle en position 6 de I'imidazopyridine, n’a induit aucune variation de

I'efficacité antiglabrata (CMI = 2,5ug/ml).

En résumé, a l'instar daomposé 1 les composés 23 et 4 ont induit des
activités superposables a celle du Fluconazole (CMI = 2,5ug/ml) vis-a-vis de
Candidaglabrata

[1.2.2. Efficacité comparée des modulations su€andida tropicalis
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4.  Le composé 2obtenuapres modulation de I'homocycle benzénique du
composél par introduction d'un atome de Chlore en sa position 4’
provoque une annihilation des activités anticandidosiques (CMI > 10 pg)
vis-a-vis deCandidatropicalis. En effet, lecomposé lavec une CMI de
0,625 pg/ml, s’est avéré beaucoup plus efficace que son analogue chloré

(composé 2 sur la méme souche.

5. le composé 3ssu de la modulation de l'imidazopyridine domposé 1
par introduction d’'un groupement méthyle en sa position 6 a permis
d’obtenir la meilleure activité vis-a-vis daandida tropicalis En effet, ce
dernier avec une CMI égale a 0,3125 pg/ml, s’est montré deux fois plus
performant suCandida tropicalisque ses analogues chlorésrfiposé 4
et non methylés en position 6 (compogéqlii tous les deux possédent
une CMI de 0,625 pg/ml. Autrement dit, Bomposé 4obtenu par
introduction d’'un atome de chlore en position 4ahmposé 3a vu son

activité antitropicalis réduite par rapport a son précurseur.

Ainsi le composé 3et le composé 4présentent a l'instar dobomposé 1ldes
activités antitropicalis supérieures a celle du Fluconazole. En effet, le composé
3 (CMI = 0,3125 pg/mg) et le composé 4 (CMI = 0,625 pug/ml) se sont
respectivement réveélés 8 fois, et 4 fois plus performants que le Fluconazole sur

ce germe.
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11.2.3. Efficacité comparée des modulations su€andida albicans

6. L’introduction d’atome d’halogéne de type Chlore en position 4’ du
composé 1ne provogue aucune variation de l'efficacité anticandidosique
sur Candida albicanskn effet, avec une CMI de 2,5ug/ml.clemposé 2

obtenu posséde la méme activité aaltticansque lecompose 1.

7. A linstar du composé 2le composé 3obtenu par la modulation de
I'imidazopyridine ducomposé 1suite a I'introduction d’un méthyle en sa
position 6, entraine le maintien de I'activité anticandidosiqué€andida
albicans(CMI = 2,5 pug/ml).

8. L’introduction d’'un atome de chlore en position 4’ camposé 3a par
contre induit une amélioration de I'efficacité aalidvicans Le composé 4
issu de cette modulation a effectivement realisé une performance
anticandidosique vis-a-vis déandida albicansde 1,25 pg/ml, soit une
efficacité 2 fois supérieure a celle de son analogue non chloré et non

méthylé (composé)lqui lui, posséde une CMI égale a 2,5ug/mil.

Au final, surCandida albicande composé 2et le composé 3avec des CMI
respectives égales a 2,5ug/ml, se sont awres efficaces que mposé 1
et le Fluconazole. En revanchectemposé 4avec une CMI dé4,25 pg/ml a été

2 fois plus performant que le Fluconazole.

65



Activités anticandidosiques de quatre dérivés cycliques d’'imidazopyridinyl-cyclohexénones-a-vis de
Candida albicansde Candida tropicaliset de Candida glabrata

L’interprétation des résultats permet d’établir que la juxtaposition d’une
imidazopyridine a une cyclohexénone conduit a des imidazopyridinyl-
cyclohexénones Gomposeés: 1-} doués d’activités anticandidosiques.
L’apparition de ces activités antifongiques n’est pas étonnante puisqu’elle
corrobore les propriétés anti-infectieuses intrinséques du groupement
cyclohexénone et de I'hétéroaryle de type imidazopyridine. En effet, les
cyclohexénones et leurs dérives sont largement utilisés dans [lindustrie
pharmaceutique en raison de leur large spectre d'activités thérapel(iligues
77]. Des cyclohexénones de synthéses ont été évakvéro pour leur activité
antibactérienne et antifongique sur différentes souches de micro-organismes.
Celles-ci ont montré d’excellentes activités antimicrobiennes et antifongiques
vis-a-vis des souches étudi¢é8, 79]. Aussi, ces composés sont utilisés le plus

souvent en agriculture et en médecine vétérinaire en tant que fonfg€ifies

En ce qui concerne I'hétérocycle imidazopyridine, il s’agit avant tout d’un
diazahétéroaryle résultant de I'accolement de la pyridine et de I'imidazole. Cet
hétérocycle pourrait posséder des propriétés anti-infectieuses en particulier
antifongiques a l'instar de I'imidazole, support hétéroaryle d’'un grand nombre

de médicaments de la classe chimique des azolés antifonfgqués, 61].

En résumé, les modulations entreprises surol®posé 1pour améliorer les

activités montrent que :

La meilleure performance s@andida albicansest réalisée par leomposé 4

méthylé sur I'imidazopyridine et chloré en 4’ sur I’'hnomocycle benzénique.

9.  SurCandida tropicalisJe composé 3ssu de la méthylation en position 6

de I'imidazopyridine, s’est révélé le plus efficace.
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10.

11.

En revanche, su€andida glabratatous les composés ont présentés la

méme efficacité anticandidosique.

Au final, sur les trois especes @andida(Candida albicans Candida
tropicalis ; Candida glabrata), les meilleurs profils antimycosiques sont

obtenus avec lesomposés &t 4.
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CONCLUSION - PERSPECTIVES
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Ce travail de thése nous a permis de tester les activités antifongiques de
nouveaux candidat-médicaments afin de contribuer a la recherche
pharmacochimique dans la lutte contre les maladies fongiques. L’évaluation des
activités antifongiques des imidazopyridinyl-cyclohexénones vis-a-vis de trois
especes d€andidachimio sensibles au Fluconazole a montré que la meilleure
performance su€andida albicansest réalisée par leomposé 4(CMI= 1,25
png/ml). Sur Candida tropicalis,le composé 3s’est révélé étre le plus efficace
avec une CMI de 0,3125 pg/ml. SGandida glabatra les 4 composésont
présenté la méme efficacité anticandidosique (CMI = 2,5 pg/ml). Au final sur
les trois espéces deandida(Candida albicans Candida tropicalis; Candida
glabrata), le composé 4 et le composé&/ec des CMI variant entre 0,3125 et
2,5 pg/ml ont présenté les meilleurs profils antimycosiques. Par ailleurs, la
modulation ducomposé Ipar introduction d’atome de chlore en position 4’ de
I’'hnomocycle benzénique, a conduit selon les souche<Caledida soit au

maintien soit a la perte de I'efficacité a@@ndida.

L’introduction d’un groupement méthyle en position 6 de I'imidazopyridine du
composé 1l1let la double modulation de ce composé, avec d'une part
I'introduction d’atome de chlore en position 4’ de 'homocycle benzénique et
d’autre part lintroduction d'un groupement méthyle en position 6 de
I'imidazopyridine , entrainent le maintien voire 'amélioration de la performance

anticandidosique.

Ces résultats nous permettent de valider le profil chimique imidazopyridinyl

cyclohexénone comme nouveau pharmacophore antimycosique potentiel.
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Au vu de ces observations, deux types de perspectives se dégagent de ces
travaux de recherche a savoir : des perspectives au plan pharmacochimique et au

plan biologique.
1. Au plan pharmacochimique, il S’agira pour nous :

1. de remplacer le groupement méthyle en position 6 par divers

modulateurs d’activités biologiques;

2.  d'introduire divers modulateurs d’activité sur ’'homocycle benzénique des

imidazopyridinyl-cyclohexénones;

1. de voir I'impact de la position du modulateur d’activité sur I'hnomocycle

benzénique des imidazopyridinyl-cyclohexénones.

2.  Au plan biologique, nous envisagerons :

3. d’étendre I'évaluation a d’autres germes pathogenes tels que les bactéries,

les parasites et les virus;

4, d’évaluer la tolérance des chefs de file retenus.

D'un point de vue fondamental, il serait aussi intéressant d'élucider le mode
d'action de ces nouveaux dérivés cyclohexénones a support imidazopyridine sur
le genreCandida.

Les molécules testées dans ce travail de these constituent des fondements
solides, sous réserve des études de toxicologie et de pharmacologie pour la mise

au point d’'une nouvelle classe chimique d'antifongiques de synthése totale.
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RESUME

Justification : Les candidoses sont des infections fongiques cosmopolites causées par des levures ubguitaires

antifongique potentiel puis entreprendre son développement pharmacochimique.

Matériel et méthode : Les dérivés imidazopyridinyl-cyclohexénones fournis par le Département de Cgimie

Thérapeutique de 'UFR SPB d’Abidjan, ont été préalablement édifiés par synthése chimique tdgale et
caractérisés par les méthodes spectroscopiques habituelles. Un screening antifongique de ces dérivés | rles tre
espéces de Candida a été réalisé par la technique de bioautographie afin d’établir leur statut antifongicge. Par |
suite les activités anticandidosiques des dérivés de cyclohexénone retenus ont été évaluées et expFimées

Concentration Minimales Inhibitrice (CMI) suivant la technique de dilution en microplaque.

Résultats: L'efficacité des dérivés imidazopyridinyl-cyclohexénones sur chaque espéece de Candida esfjdonnée
par sa CMI exprimée en pg/ml et comparée a celle du Fluconazole. Les résultats montrent que nos quaffe dérivé
sont doués d’activité anticandidosique avec des CMI variant de 0,312 a 2,5 pg/i@arilisla albicansle
composeé 4 s’est révélé le plus efficace. Par ailleurs, la meilleure performar@anslida tropicalisest obtenug

avec lecomposé 3. Su€andida glabrata par contre, les quatre (04) composés ont présenté la méme efffjcacité
anticandidosique. En définitive, les meilleurs profils anticandidosiques sont obtenus avenpesés 3t 4

avec des CMI variant de 0,312 a 2,5 pg/ml.

Conclusion : Notre approche pharmacochimique a permis de valider I'enchainement arylpropénone fous sa
forme cyclique de cyclohexénone et porté par I'hétérocycle imidazopyridine comme nouveau pharmagophore
antifongique. Ces résultats nous offrent des voies de recherches en vue de la constitution d’'une nouvéjle class

d’antifongiques de synthése totale.

Mots Clés: Antifongique. Imidazopyridine. Cyclohexénoné&&andida albicansCandida tropicalis.Candida

glabrata.



