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 ملخص 

( الخاصة SCMI( واقل التركيزات المثبطة في حالة بيوفلم  )CMIركزت دراستنا على تحديد اقل التركيزات المثبطة )
   glabrata  Candidaتسلالاضد بعض  الكاسبوفونجين او الفوريكونازولعقد مع وحده، اوفي حالة م B بلأمفوتريسين

 مرجعية. Candida albicans ATCC10231 المعزولة سريريا و سلالة   

 Candidaالخلايا العوالق من ضدتآزر باالكاسبوفونجين يعطي تفاعل B مزيج الامفوترسين وقد أظهرت النتائج أن
glabrataمفوترسينمزيج الا بين ما B  عوازلاابلفوريكونازول يعطي تاثير لا مبالاة ضد نفس . 

و ادى الى  التركيزات المثبطةأسفر عن انخفاض ت الاخرى  مضادات الفطريابB فان مزج الامفوترسين لماما في حالة بيوف
 م الفطري المشكل على الاجهزة الطبيةج الالتهابات المرتبطة بالبيوفلعلاتحسين 

 ، البيوفيلم تمضادات الفطريا مزيج،كاسبوفونجين ،  Bامفوترسين ، : Candida glabrata  فتاحيةالكلمات الم

 

RESUME 

Notre étude a porté sur la détermination des concentrations minimales inhibitrices et 

des concentrations minimales inhibitrices sessiles de l’amphotéricine B seule et 

associée à la caspofungine et au voriconazole vis-à-vis d’isolats cliniques de Candida 

glabrata et d’une souche de référence Candida albicans ATCC10231 

Les résultats obtenus ont montré que l’amphotéricine B associée à la caspofungine 

induit une interaction synergique vis-à-vis des cellules planctoniques de Candida 

glabrata. Cependant, l’association de l’amphotéricine B au voriconazole entraine un 

effet d’indifférence envers les mêmes isolats. 

Par ailleurs, les combinaisons amphotéricine B/caspofungine et amphotéricine 

B/voriconazole induisent une réduction significative des CMI des cellules sessiles de 

Candida glabrata et permettent de lutter contre la formation des biofilms fongiques sur 

les dispositifs médicaux. 

 

 Mots clés : Candida glabrata, amphotéricine B, caspofungine, voriconazole, 

association d’antifongiques, biofilm 

 

SUMMARY 

Our study focused on the determination of minimum inhibitory concentrations and 

Sessiles Minimum Inhibitory Concentrations of amphotericin B alone and complexed 

with caspofungin or voriconazole against clinical isolates of Candida glabrata and a 

reference strain of Candida albicans ATCC10231 

The results showed that amphotericin B associated with caspofungin induced a synergic 

interaction against planctonic cells of Candida glabata, however, the association of 

amphotericin B and voriconazole leads to an indifferent effect towards the same isolats. 

Otherwise, the association of amphotericin B to both antifungals against Candida 

glabrata biofilms induced a significant reduction of SCMI50 and contributes to the 

improvement of the infection treatement of biofilms formed on medical devices 

 

Key words: Candida glabrata, amphotericin B, caspofungin, voriconazole, association 

of antifunguals, biofilm 

 

 



 

Table des matières 

Première partie :   Synthèse bibliographique ………………………..................... 
 

 1 

Deuxième partie : Matériel et méthodes…………….……………………………… 
 

 6 

1. Matériel………………………………………………………………………………... 
       1.1 Levures……….……………………………………………………................... 

       1.2 Antifongiques…………………………………………………………………… 
2. Méthodes……………………………………………………………………………… 

2.1 Préparation de la solution antifongique……………………………………... 

       2.2 Préparation du XTT et de la ménadione……………………........................ 

       2.3 Détermination des concentrations minimales inhibitrices ……..…………. 

               2.3.1 Préparation de l’inoculum……………………………………………… 

               2.3.2 Technique de microdilution sur microplaque……………………...... 

     2.4 Détermination des concentrations minimales inhibitrices des cellules 

sessiles …………………………………………………………………………. 

               2.4.1 Préparation de l’inoculum……………………………………………… 

               2.4.2 Technique de microdilution sur microplaque……………………… 

          2.4.3 Test de réduction du tétrazolium…………………………………….... 

       2.5 Activité in vitro des associations d’antifongiques vis-à-vis des  cellules  
planctoniques et sessiles……………………………………………………... 

 

 6 
 6 
 
 
 
 6 
 6 
 
 6 
 7 
 
 7 
 
 
 7 
 
 8 
 8 
 
 8 
 
 9 

Troisième partie : Résultats et discussion…………………………………………. 

1. Concentrations minimales inhibitrices  de l’amphotéricine B,                     

de la caspofungine et du voriconazole…………………………………………. 

1.1 Amphotéricine B………………………………………..…………………….. 

           1.2 Caspofungine ……………………………………………............................ 

           1.3 Voriconazole ………………………………………………………………… 

2. Concentrations minimales inhibitrices de l’amphotéricine B associée à la 

caspofungine et au voriconazole vis-à-vis des cellules planctoniques de 

Candida glabrata et Candida albicans ATCC10231………………………….. 

2.1 Amphotéricine B/caspofungine……………………………………………. 

           2.2 Ampohotéricine B/voriconazole……………………………………………. 

3. Détermination des concentrations minimales inhibitrices sessiles .............. 

4. Concentrations minimales inhibitrices de l’amphotéricine B associée à la 

caspofungine et au voriconazole vis-à-vis des cellules sessiles de Candida 

glabrata  et Candida albicans ATCC10231…………………………….……… 

11 
 
 
11 
 
11 
 
13 
 
13 
 
 
 
15 
 
15 
 
17 
 
18 
 
 
 
  

 6 

 7 

    21 



 

            4.1 Amphotéricine B/capofungine……………………………………………… 

            4.2 Amphotéricine B/voriconazole…………………………………………….. 

Quatrième partie : Conclusion Générale……………………………………………  25 

Cinquième partie : Références bibliographiques………………………………….  27 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 21 

 22 



 

Liste des abréviations 

 

AmB : amphotéricine B 

CMI : Concentration Minimale Inhibitrice 

DMSO: Diméthylsulfoxide 

RPMI 1640: Roswell Park Memorial Institute 

PBS: Phosphate buffered saline 

FICI : Indices des Concentrations Inhibitrices Fractionnaires 

SCMI : Concentration Minimale Inhibitrice des cellules Sessiles 

XTT : (2,3 bis (2-méthoxy-4-nitro-5-sulfo-phenyl)-2H-tétrazolium (-carboxanilide) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

Liste des figures 

Figure N°1: Microphotographie du biofilm de Candida glabrata développé sur la face 

interne d’un cathéter vasculaire périphérique (Seddiki et coll., 2015) 

Figure N°2: Mécanisme d’action des antifongiques (Maubon, 2014) 

Figure N°3: Concentrations minimales inhibitrices de l’amphotéricine B vis-à-vis des 

souches de Candida glabrata 

Figure N°4: Concentrations minimales inhibitrices de la caspofungine vis-à-vis des 

souches de Candida glabrata 

Figure N°5: Concentrations minimales inhibitrices du voriconazole vis-à-vis des 

souches de Candida glabrata 

Figure N°6: Concentrations minimales inhibitrices de l’amphotéricine B, du 

voriconazole et de la caspofungine vis-à-vis des cellules sessiles de 

Candida glabrata 

 

     

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

Liste des tableaux 

Tableau N°1 : Concentrations minimales inhibitrices et indices de concentrations 

inhibitrices fractionnaires de l’association amphotéricine B/caspofungine 

vis-à-vis de Candida glabrata et Candida albicans  ATCC10231 

Tableau N°2 : Concentrations minimales inhibitrices et indices de concentrations 

inhibitrices fractionnaires de l’association amphotéricine B/voriconazole 

vis-à-vis de Candida glabrata et Candida albicans ATCC10231 

Tableau N°3 : Concentrations minimales inhibitrices et indices de concentrations 

inhibitrices fractionnaires de l’association amphotéricine B/caspofungine 

vis-à-vis des cellules sessiles de Candida glabrata et Candida albicans 

ATCC10231 

Tableau N°4 : Concentrations minimales inhibitrices et indices de concentrations 

inhibitrices fractionnaires de l’association amphotéricine B/voriconazole 

vis-à-vis des cellules sessiles de Candida glabrata et Candida albicans 

ATCC10231 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

Première partie 

________________ 

Synthèse 

bibliographique



Première partie  Synthèse bibliographique 
 

1 

 

L’incidence des candidoses invasives a fortement augmenté au cours des dernières 

décennies. Elles sont classées au troisième rang des infections associées aux soins en 

milieu hospitalier avec un taux de mortalité d’environ 40% dans le monde        

(Arendrup, 2010). Cet accroissement est lié essentiellement à l’utilisation accrue de 

nouvelles thérapies immunosuppressives, de radiothérapie, d’antibiothérapie à large 

spectre ainsi que des procédures invasives (cathéters vasculaires, matériels 

prothétiques…) (Cleveland et coll., 2015). 

Par ailleurs, l’épidémiologie des germes responsables de ces infections a fortement 

changé en milieu clinique. En effet, Candida albicans était autrefois l’espèce  la plus 

rencontrée dans les isolats cliniques, alors qu’actuellement, avec l’émergence des 

espèces «non albicans» telles que, Candida parapsilosis, Candida famata,            

Candida krusei, sa fréquence n’est que de 50% (Guinea et coll., 2014).  

Parmi les espèces émergentes, Candida glabrata est impliquée, depuis le début des 

années quatre-vingt-dix, dans 15% des cas de candidoses systémiques.                      

Elle est souvent responsable d’un allongement de la durée de séjour et d’une 

augmentation de la charge en soins [(Pfaller et coll., 2001) ; (Wisplinghoff et coll., 

2004)] 

Il s’agit d’une levure commensale du tractus gastro-intestinal et des muqueuses des 

mammifères, qui n’est pas retrouvée dans l’environnement (Khatib et coll., 2001)]. 

Elle se présente sous forme de levure et de blastospores ovoïdes de 1 à 4µm et se 

multiplie par bourgeonnement. L’espèce Candida glabrata est caractérisée par 

l'absence de filaments mycéliens. 

Sur milieu standard, elle forme des colonies lisses, brillantes et crémeuses de couleur 

blanchâtre, alors que sur milieu carencé en azote, elle produit des pseudohyphes qui 

envahissent la gélose [(Lachke et coll., 2002) ; (Vandeputte et coll., 2008)]. 

Par opposition aux autres espèces du genre Candida, elle est incapable de produire 

des protéases (Silva et coll., 2012), néanmoins, elle présente certains facteurs de 

virulence qui contribuent à l’infection tels que la sécrétion de phospholipases,               

de lipases, d’hémolysine, ainsi que la synthèse des adhésines (Kaur et coll., 2007). 

Comme la plupart des microorganismes, Candida glabrata est capable d’une vie en 

mode libre (planctonique) et fixée à une surface vivante ou inerte, il s’agit du mode 

biofilm (Espinasse et coll., 2010). 
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Les biofilms de Candida glabrata sont formés de blastospores enveloppées dans une 

matrice extracellulaire composée de protéines et de glucides, parmi lesquels les           

β-1,3-glucanes [(Nett et coll., 2007) ; (Silva et coll., 2009)] (Figure N°1). 

 

 

Figure N°1 : Microphotographie du biofilm de Candida glabrata développé sur                      

la face interne d’un cathéter vasculaire périphérique (Seddiki et coll., 2015). 
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La formation de biofilms par Candida glabrata augmente de manière significative les 

niveaux de résistance aux différentes antifongiques systémiques [(Coogan et coll., 

2006) ; (Hasan et coll., 2009)]. 

En effet, en 2004, Kuhn et ses collaborateurs ont montré que les cellules sessiles 

incluses dans un biofilm sont moins sensibles aux antifongiques que leurs homologues 

planctoniques. Aussi, Seidler et coll., (2006) ont mis en évidence la résistance des 

cellules sessiles de Candida glabrata in vivo sur un modèle animal au fluconazole et à 

l’amphotéricine B. Selon Sanguinetti et ses collaborateurs (2005), la résistance au 

fluconazole des isolats cliniques de Candida glabrata, peut être associée à la 

surexpression des pompes à efflux. 

Face à l’ampleur des candidoses systémiques associées à l’utilisation des dispositifs 

médicaux, l’arsenal thérapeutique est limité par la résistance accrue des levures aux 

antifongiques au sein d’un biofilm, pour cela plusieurs chercheurs se sont penchés sur 

la mise en œuvre de l’association de certains antifongiques in vitro. 

Mais avant de passer en revue ces travaux, rappelons les mécanismes d’action des 

principaux antifongiques systémiques.  

En milieu clinique, trois principales classes d’antifongiques sont utilisées, il s’agit des 

polyènes, des dérivés azolés et des échinocandines. 

Les polyènes représentés principalement par l’amphotéricine B, sont des molécules 

organiques cycliques. Leur mode d’action est basé sur une interaction avec l’ergostérol 

membranaire, ce qui induit la formation de pores ou de canaux transmembranaires.        

Il en résulte une dépolarisation de la membrane avec une augmentation de la 

perméabilité cellulaire et perte du contenu cytoplasmique (Neumann et coll., 2013). 

La deuxième classe est représentée par les dérivés azolés qui ont fait leur apparition 

sur le marché vers la fin des années quatre-vingt (Maertens, 2004). Leur action 

membranaire se fait par inhibition de la lanostérol 14α déméthylase, enzyme clé de la 

synthèse de l'ergostérol.  Il s’ensuit des changements de perméabilité, une inhibition 

de la croissance cellulaire et la mort de la cellule (Carillo-Munoz et coll., 2006). 

Enfin les échinocandines représentées essentiellement par la caspofungine, sont des 

antifongiques semi-synthétiques qui agissent par inhibition non compétitive de la       

(1,3)-β-D-glucane synthétase, un complexe enzymatique nécessaire à la formation des 

polymères de glucane de la paroi fongique (Walsh et coll., 2000) (Figure N°2). 
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Figure N°2 : Mécanisme d’action des antifongiques (Maubon, 2014) 

 

La plupart des études ont mis l'accent sur l’association de l’amphotéricine B au 

clotrimazole, au  miconazole, ou à l’econazole et l'antagonisme a été l’effet le plus 

observé sur les espèces de Candida (Siau et coll., 1998). 

De plus, selon Lortholary et ses collaborateurs (2004), l’association de 

l’amphotéricine B au fluconazole est soit bénéfique, soit délétère selon les sites 

infectieux, alors que la même année, les travaux menés par l’équipe de Johnson         

in vivo chez des souris ont montré que l’association simultanée ou séquentielle de 

l’amphotéricine B à l’itraconazole est délétère (Johnson et coll., 2004). 

Par ailleurs, Hossain et  ses collaborateurs (2003) ont mis en évidence l’efficacité de 

l’association amphotéricine B/Caspofungine vis-à-vis de souris infectées par       

Candida albicans comparée à la formulation conventionnelle. 

Par contre, l’association de la caspofungine au fluconazole ne présente aucune 

différence par rapport aux deux antifongiques utilisés séparément  in vitro  (lortholary 

et coll., 2004). 

Partant de ces données, nous avons entrepris cette étude qui porte sur la détermination 

du profil de résistance des souches de Candida glabrata planctoniques et sessiles 

obtenues à partir de prélèvements cliniques à l’amphotéricine B seule et combinée au 

voriconazole et à la caspofungine, dans le but d’optimiser l’effet thérapeutique de ces 

antifongiques. 
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Ce travail a été réalisé  au  laboratoire  «Antibiotiques  Antifongiques : physico-chimie, 

synthèse et activité biologique» de l’université Aboubekr Belkaïd de Tlemcen. 

1. Matériel  

1.1 Levures 

Nous avons utilisé une collection de douze (12) souches de Candida glabrata isolées 

d’endoscopes du service de gastro-entérologie du CHU de Tlemcen, et une souche de 

référence, Candida albicans ATCC10231 American Type Culture Collection (Rockville, 

MD., USA.) 

Les levures sont entretenues par repiquages réguliers et conservées sur gélose 

Sabouraud à + 4°C.  

1.2 Antifongiques     

Nous avons utilisés trois antifongiques systémiques l’amphotéricine B,                           

le voriconazole purs provenant des laboratoires SIGMA et la forme commercialisée de 

caspofungine (Cancidas®) des laboratoires MSD. 

2. Méthodes 

 2.1 Préparation de la solution antifongique 

Les solutions mères d'antifongiques sont préparées en extemporané en solubilisant 

l'amphotéricine B et le voriconazole dans le diméthylsulfoxyde (DMSO), alors que la 

caspofungine est dissoute dans l'eau distillée stérile. 

Nous avons testé l’efficacité des trois (03) antifongiques seuls ainsi que celle des 

combinaisons  amphotéricine B/voriconazole et amphotéricine B/caspofungine. 

Les antifongiques sont additionnés au milieu réactionnel au temps zéro pour la 

détermination des Concentrations Minimales Inhibitrices (CMI) et après 48h 

d’incubation à 37°C pour la détermination des  Concentrations Minimales Inhibitrices 

des cellules Sessiles (SCMI). 

2.2 Préparation du XTT et de la ménadione 

La solution mère de  XTT (2,3 bis (2-méthoxy-4-nitro-5-sulfo-phenyl)-2H-tétrazolium      

(-carboxanilide),  utilisée pour la numération des cellules vivantes, est préparée en 

extemporané à l’abri de la lumière dans le tampon phosphate salé (PBS) 10mM, pH 7,4 

à une concentration de 5mg/mL. 

https://fr.wikipedia.org/wiki/Cellule_(biologie)
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La ménadione (2-méthyl-1,4-naphtoquinone) ou vitamine K3 est dissoute dans l’acétone 

à une concentration mère de 0,17mg/mL. 

1μL de la solution de ménadione est mélangée avec 10mL de la solution XTT puis 

filtrée à travers un filtre millipore de porosité 0,22μm. 

2.3 Détermination des Concentrations Minimales Inhibitrices (CMI)  (CLSI 

M27 A3, 2008) 

2.3.1 Préparation de l’inoculum  

Une colonie d’une culture de 24 heures sur gélose Sabouraud est ressuspendue dans 

1mL d’eau physiologique stérile (8,5‰). La concentration cellulaire est ajustée à           

3. 106 cellules/mL par un dénombrement cellulaire sur cellule de Thoma. Cet inoculum 

est ensuite dilué au 1/100 puis au 1/20 dans le RPMI pour avoir une concentration 

finale égale à 1,5.103 cellules/mL.  

2.3.2 Technique de microdilution sur microplaque 

Dans les puits d’une microplaque contenant 100µL des solutions antifongiques à des 

concentrations finales allant de 0,03 à 16μg/mL pour l’amphotéricine B et le 

voriconazole, et de 0,015 à 8μg/mL pour la caspofungine, nous avons ajouté 100μL de 

l’inoculum. 

Les microplaques sont scellées et placées dans une étuve à 35°C pendant                   

24 à 48 heures.  

Les CMI sont déterminées à l’œil nu pour l’amphotéricine B et par dénombrement des 

cellules viables sur cellule de Thoma pour le voriconazole et la caspofungine. 

2.4 Détermination des concentrations minimales inhibitrices des cellules 

sessiles (SCMI) (Pierce et coll., 2008) 

Le principe de cette technique est basé sur la réduction du XTT (2,3-bis (2-methoxy-4-

nitro-5-sulfo-phenyl)-2H-tetrazolium-5-caboxanilide) en formazan par les cellules 

sessiles. 
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2.4.1 Préparation de l’inoculum 

 Une préculture de 24h sur milieu Sabouraud est centrifugée à 3000g  pendant 5 min à 

4°C. Après élimination du surnageant, le culot est lavé deux fois avec du tampon PBS 

(10mM pH 7) puis ressuspendu dans 20mL de milieu RPMI-1640. La concentration 

cellulaire est ajustée à 106 cellules/mL. 

    2.4.2 Technique de microdilution sur microplaque  

Dans les puits d’une microplaque à fond rond contenant des biofilms matures de 48h, 

nous avons introduit 100µL du milieu RPMI 1640. Ensuite 100µL des solutions 

antifongiques à des concentrations de 64µg/mL pour l’amphotéricine B et la 

caspofungine et de 256µg/mL pour le voriconazole sont ajoutées au premier puits. 

Après homogénéisation, une série de dilutions au ½ de puits en puits est effectuée 

jusqu’au dernier puits.  

Nous avons préparé un témoin négatif et un témoin positif dans les mêmes conditions 

expérimentales. Le premier contient le milieu de culture seul et le deuxième renferme 

les levures sans antifongiques.  

Les microplaques sont scellées et placées dans une étuve à 37°C pendant 24h.  

2.4.3 Test de réduction du tétrazolium 

Après un lavage de la microplaque par du PBS stérile, 100µL du mélange 

XTT/ménadione sont ajoutés dans chaque puits. Les microplaques sont scellées et 

placées dans une étuve à 37°C pendant 2 à 3 heures.  

75µL du contenu de chaque puits sont transférés dans une nouvelle microplaque stérile 

et les densités optiques sont lues à une longueur d’onde de 490nm dans un lecteur de 

microplaque (Biotek, ELx800). 

Selon Dalleau et coll., (2008), les SCMI correspondant à 50% d’inhibition sont 

calculées selon la formule suivante : 

SCMI = 100 [1 −
moyenne des DO 490nm puits  avec antifongique

 moyenne des DO 490nm  puits témoins sans  antifongique
] 

A490 : Densité optique à 490nm. 
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2.5 Activité in vitro des associations d’antifongiques vis-à-vis des  cellules 

planctoniques et sessiles (Tobudic et coll., 2009) 

La technique de Tobudic et coll., (2009) ou carré-échiquier-damier permet de tester 

les activités de plusieurs médicaments en combinaison vis-à-vis de nombreuses 

souches en déterminant les indices de concentrations inhibitrices fractionnaires (FICI) 

des associations testées. 

Cette technique consiste à déposer dans les puits d’une microplaque 50μL 

d’amphotéricine B le long de l’axe des ordonnées et 50µL du deuxième antifongique 

(voriconazole ou caspofungine) le long de l’axe des abscisses. 100µL de l’inoculum 

sont ensuite ajoutés dans tous les puits de la microplaque. 

Les CMI et les SCMI sont déterminées selon le protocole de CLSI 2008 et de Pierce et 

coll., (2008) respectivement. 

L'interaction de la combinaison des antifongiques est classée en fonction de l'indice de 

concentration inhibitrice fractionnaire (FICI) qui est calculé selon la formule suivante :  

FICI =
Ac

𝐴𝑎
+

Bc

𝐵𝑎
 

Ac et Bc : CMI des antifongiques A et B en association 

Aa et Ba : CMI des antifongiques A et B seuls.  

Les interactions sont regroupées en 3 types en fonction de FICI : 

 La synergie si le FICI ≤ 0,5,  

 L’indifférence si le 0,5 ˃FICI ≤4   

 L’antagonisme si le FICI ˃4. 
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Notre travail a porté sur l’évaluation des concentrations minimales inhibitrices de 

l’amphotéricine B seule et associée à la caspofungine et au voriconazole vis-à-vis de 

cellules planctoniques et sessiles de Candida glabrata. 

1. Concentrations minimales inhibitrices de l’amphotéricine B, de la caspofungine 

et du voriconazole 

1.1 Amphotéricine B 

La figure N°3 regroupe les concentrations minimales inhibitrices de l’amphotéricine B 

obtenues après 24 et 48 heures d’incubation à 37°C vis-à-vis des souches testées.  

De 24 à 48h d’incubation à 37°C, les CMI de l’amphotéricine B vis-à-vis des souches 

testées passent de 0,125 à 0,5µg/mL pour quatre souches (I30, I81, I82 et F88) de 0,25 

à 0,5µg/mL pour cinq souches (P10, P22, P83, I74 et F21), de 0,5 à 1µg/mL pour une 

seule souche (P24), alors qu’elle reste inchangée (0,5µg/mL) pour deux souches de 

Candida glabrata (P3 etP91). 

Tous les isolats cliniques de Candida glabrata testés présentent des CMI inférieures à 

2μg/mL après 48h d’incubation. Elles sont par conséquent sensibles à       

l’amphotéricine B (Negri et coll., 2009). 

Ce résultat est en accord avec celui de Seddiki et coll., 2015 ainsi que celui de     

Seghir et coll., 2014 qui ont mis en évidence la sensibilité à l’amphotéricine B, des 

souches de Candida glabrata isolées de dispositifs médiaux des CHU de Sidi Bel 

Abbès et de Tlemcen respectivement. 

Selon les travaux de Pfaller et coll., (2004), le taux d’isolats de Candida glabrata 

résistant à l’amphotéricine B est très faible. Il est inférieur à 1% aux Etats Unis et atteint 

environ 4,4% en Europe. 
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Figure N°3: Concentrations minimales inhibitrices de l’amphotéricine B vis-à-vis des 

souches de Candida glabrata 
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1.2 Caspofungine 

Les concentrations minimales inhibitrices de la caspofungine vis-à-vis des souches 

de Candida glabrata sont comprises entre 0,06 et 0,25µg/mL (Figure N°4).  

Elles sont égales à 0,06µg/mL pour deux souches (P3 et I30), 0,125µg/mL pour huit 

souches (P10, P83, P91, I81, I74, I82, F21 et F88) et 0,25µg/mL pour deux souches    

(P22 et P24)  

Les souches de Candida glabrata testées présentent des CMI inférieures à 2µg/mL, 

elles sont toutes sensibles à la caspofungine (CLSI, 2008). 

Ces résultats vont dans le même sens que ceux de Seghir et coll., (2014) et de 

Bendjelloul et coll., (2016) qui ont montré que toutes les souches de levures  

isolées des CHU de Tlemcen et d’Oran sont sensibles à la caspofungine.  

Selon Razzaghi-Abyanneh et coll., (2014), la résistance acquise à la caspofungine 

reste inhabituelle et n’a été rencontrée que chez quelques espèces rares de 

Candida. De plus, la caspofungine présente moins d’effets indésirables que 

l’amphotéricine B, elle peut, par conséquent être recommandée dans la prise en 

charge des infections fongiques invasives en milieu hospitalier (Constantin et coll., 

2008). 

1.3 Voriconazole 

Les résultats des concentrations minimales inhibitrices du voriconazole vis-à-vis des 

souches de Candida glabrata testées après 48 heures d’incubation à 35°C sont 

regroupés sur la figure N°5. 

Les CMI du voriconazole vis-à-vis des souches de Candida glabrata varient de 

0,0625 à 0,5µg/mL. Elles sont de 0,0625µg/mL pour trois souches (P3, I74 et I82)    

de 0,125µg/mL pour quatre souches (P10, P22, P24 et P83) et de 0,25µg/mL        

pour quatre autres souches (P91, I81, F21 etF88). Une seule souche (I30) présente 

une CMI de 0,5µg/mL. Selon les recommandations du CLSI, 2008, toutes les 

souches sont sensibles au voriconazole avec des CMI qui ne dépassent pas 4µg/mL. 

Ces résultats sont en accord avec ceux de Groll et coll., (2001) ainsi que ceux de 

Pfaller et Diekema, (2011) qui ont mis en évidence la sensibilité de                  

Candida glabrata au voriconazole, alors qu’elles sont résistantes à un autre dérivé 

azolé, le fluconazole. 
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Figure N°4 : Concentrations minimales inhibitrices de la caspofungine vis-à-vis 

des souches de Candida glabrata 

 

Figure N°5 : Concentrations minimales inhibitrices du voriconazole vis-à-vis des 

souches de Candida glabrata 
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2. Concentrations minimales inhibitrices de l’amphotéricine B associée à la 

caspofungine et au voriconazole vis-à-vis des cellules planctoniques de 

Candida glabrata et Candida albicans ATCC10231 

2.1 Amphotéricine B/caspofungine 

Les concentrations minimales inhibitrices de l’amphotéricine B seule et associée à la 

caspofungine après 24 heures d’incubation à 35°C vis-à-vis des isolats cliniques de 

Candida glabrata et de la souche de référence Candida albicans ATCC10231 ainsi 

que et les indices des concentrations inhibitrices fractionnaires, sont regroupés dans 

le tableau N°1. 

Les CMI de l’amphotéricine B associée à la caspofungine vis-à-vis des souches de  

Candida glabrata et Candida albicans ATCC10231 sont comprises entre                 

0,06 et 0,125µg/mL.  

La combinaison de l’amphotéricine B à la caspofungine induit une diminution des 

CMI d’un facteur de 4 pour six souches (P3, P10, P22, P83, P91et Candida albicans 

ATCC10231) et de 8 pour les sept autres souches (P24, I30, I74, I81, I82, F21 et 

F88).  

Pour toutes les souches étudiées, les indices des concentrations inhibitrices 

fractionnaires sont inférieurs à 0,5, il s’agit d’une action synergique entre 

l’amphotéricine B et la caspofungine. 

Le phénomène de synergie observé pour l’amphotéricine B associée à la 

caspofungine  peut être expliqué par le mécanisme d’action des deux antifongiques. 

En effet, l’amphotéricine B agit sur les stérols membranaires, alors que la 

caspofungine inhibe la synthèse du β 1-3 glucane synthase, le constituant majeur de 

la paroi des levures. 

Ce résultat va dans le même sens que celui de Kiraz et ses collaborateurs (2009) 

qui ont mis en évidence une action synergique entre l’amphotéricine B et la 

caspofungine dans 46% d’isolats cliniques de Candida glabrata. En revanche, aucun 

antagonisme n'a été observé.  
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Tableau N°1: Concentrations minimales inhibitrices et indices de concentrations 

inhibitrices fractionnaires de l’association amphotéricine B/caspofungine     

vis-à-vis de Candida glabrata et Candida albicans ATCC10231 

 

ATF 
 
 
Souches 

CMI (µg/mL) 

FICI 
Amphotéricine B AmphotéricineB/caspofungine 

P3 0,5 0,125/0,03 0,5 

P10 0,5 0,125/0,06 0,31 

P22 0,5 0,125/0,125 0,275 

P24 1 0,125/0,125 0,25 

P83 0,5 0,125/0,25 0,5 

P91 0,5 0,125/0,03 0,28 

I30 0,5 0,06/0,015 0,15 

I74 0,5 0,06/0,03 0,15 

I81 0,5 0,06/0,25 0,37 

I82 0,5 0,06/0,25 0,37 

F21 0,5 0,06/0,06 0,18 

F88 0,5 0,06/0,06 0,18 

C. albicans 
ATCC10231 

0,5 0,125/0,03 0,28 
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2.2 Amphotéricine B/voriconazole 

Les concentrations minimales inhibitrices de l’amphotéricine B seule et  associée au 

voriconazole après 24 heures d’incubation à 35°C vis-à-vis des isolats cliniques de                

Candida glabrata et Candida albicans ATCC10231 ainsi que et les indices des 

concentrations inhibitrices fractionnaires, sont regroupés dans le tableau N°2. 

Les CMI de l’amphotéricine B associée au voriconazole vis-à-vis des souches de  

Candida glabrata et de la souche de référence Candida albicans ATCC10231 sont 

comprises entre 0,25 et 1µg/mL.  

Nous remarquons que les CMI de l’amphotéricine B associée au voriconazole restent 

inchangées pour sept souches (P22, P83, P91, I30, I74, I81et I82) et ont diminué 

d’un facteur de 2 pour trois souches (P24, F21 et F88). Par contre, pour trois autres 

souches (P3, P10 et Candida albicans ATCC10231), les CMI ont doublé. 

Pour toutes les souches étudiées, les indices des concentrations inhibitrices 

fractionnaires sont supérieurs à 0,5, il s’agit d’une action indifférente entre 

l’amphotéricine B et le voriconazole. 

Ces résultats sont en accord avec ceux de Barchiesi et ses collaborateurs (2004) 

qui ont montré que l’interaction de l’amphotéricine B au voriconazole est indifférente 

vis-à-vis de vingt souches de Candida glabrata malgré une diminution significative 

des concentrations minimales inhibitrices de l’amphotéricine B (de 1,5 à 0,39µg/mL). 

Selon l’étude de Ghannoum et coll., (2002), cette indifférence peut être expliquée 

par le mécanisme d’action membranaire commun aux deux antifongiques.                 

En effet, l'exposition des espèces Candida à l’amphotéricine B en premier lieu 

conduit à la formation de pores qui facilitent un meilleur accès du voriconazole à 

l'espace intracellulaire, inhibant ainsi la 14-α-démethylase responsable de la 

transformation du lanostérol en ergostérol, ce qui entraîne une efficacité accrue de 

l’association  des deux médicaments. 
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Tableau N°2: Concentrations minimales inhibitrices et indices de 

concentrations inhibitrices fractionnaires de l’association amphotéricine B 

/voriconazole vis-à-vis de Candida glabrata et Candida albicans ATCC10231 

 

ATF 
 
 
Souches 

CMI (µg/mL) 

FICI 
Amphotéricine B Amphotéricine B/voriconazole 

P3 0,5 1/0,125 4 

P10 0,5 1/0,015 2,12 

P22 0,5 0,5/0,125 2 

P24 1 0,5/0,25 2,5 

P83 0,5 0,5/0,03 1,25 

P91 0,5 1/0,03 2,12 

I30 0,5 0,5/0,03 1,06 

I74 0,5 0,5/0,03 1,48 

I81 0,5 0,5/0,03 1,12 

I82 0,5 0,5/0,03 1,48 

F21 0,5 0,25/0,25 1,5 

F88 0,5 0,25/1 1,5 

C. albicans 
ATCC 10231 

0,5 0,5/0,03 1,48 

 

3. Détermination des concentrations minimales inhibitrices sessiles  

Les concentrations minimales inhibitrices de l’amphotéricine B, du voriconazole et de 

la caspofungine vis-à-vis des cellules sessiles de Candida glabrata sont 

représentées sur la figure N°6. 

Les SCMI50  varient de 2 à 32µg/mL, de 2 à 128µg/mL et de 0,25µg/mL à 64µg/mL 

pour l’amphotéricine B, le voriconazole et la caspofungine respectivement.  

D’une manière générale, les concentrations minimales inhibitrices des cellules 

sessiles ont fortement augmenté par rapport à celles de leurs homologues 

planctoniques. En effet, les SCMI de l’amphotéricine B sont 64 fois supérieures aux 

CMI pour les  souches P3 et P91 alors que celles du voriconazole et de la 
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capofungine sont environ 500 fois supérieures aux CMI pour les souches P91 et P24 

respectivement.  

Selon Ramage et coll., (2001), l’accroissement des concentrations minimales 

inhibitrices des cellules sessiles par rapport à leurs homologues planctoniques 

témoigne de la capacité des levures à former des biofilms. 

Toutes les souches de Candida glabrata étudiées sont résistantes aux trois 

antifongiques. 

Ce résultat est en accord avec ceux de Ferreira et coll., (2013) qui ont observé que 

100% des isolats cliniques de Candida sp. avaient le potentiel de former des biofilms. 

De plus, D’Enfert (2006) a montré qu’en mode biofilm, les levures de Candida sp. 

sont plus résistantes aux différents antifongiques utilisés en milieu hospitalier.     

Cette résistance peut être expliquée soit par une diminution de la pénétration des 

antifongiques à travers la matrice extracellulaire du biofilm (Samaranayake et coll., 

2005), soit par une modification du métabolisme microbien (Kumamoto, 2002) ou de 

l'expression des gènes de résistance (Douglas, 2003). 
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Figure N°6: Concentrations minimales inhibitrices de l’amphotéricine B, du voriconazole et de la caspofungine vis-à-vis des 

cellules sessiles de Candida glabrata 



Troisième partie Résultats et discussion 

 

21 

 

4. Concentrations minimales inhibitrices de l’amphotéricine B associée à la 

caspofungine et au voriconazole vis-à-vis des cellules sessiles de          

Candida glabrata  et Candida albicans ATCC10231 

4.1 Amphotéricine B/capofungine 

Les concentrations minimales inhibitrices de l’amphotéricine B seule et associée à la 

caspofungine vis-à-vis des cellules sessiles de Candida glabrata et Candida albicans  

ATCC10231 ainsi que et les indices des concentrations inhibitrices fractionnaires, 

sont regroupés dans le tableau N°3 

L’utilisation de l’amphotéricine B associée à la caspofungine induit une nette 

réduction de ses SCMI50 vis-à-vis des levures étudiées pouvant atteindre un facteur 

de  8  pour les souches P24 et I 74  

Le calcul des FICI de l’association amphotéricine B/caspofungine a donné des 

valeurs inférieures à 0,5 pour les souches P3, P24, P83, I74, F21 et                

Candida albicans ATCC10231, l’interaction est de type synergique.                          

En revanche, pour les souches P91, I30, I81, I82, et F88, les FICI sont supérieurs à 

0,5, il s’agit d’une indifférence. 

Ces résultats vont dans le même sens que ceux de Tobudic et coll., (2009) qui ont 

montré que l'utilisation de combinaisons antifongiques améliore le traitement des 

infections associées aux biofilms de Candida et limite l'émergence de la résistance.  
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Tableau N°3 : Concentrations minimales inhibitrices et indices de 

concentrations inhibitrices fractionnaires de l’association                

amphotéricine B/caspofungine vis-à-vis des cellules sessiles de              

Candida glabrata et Candida albicans ATCC10231 

 

ATF 
 
 
Souches 

SCMI (µg/mL) 

FICI Interaction 
Amphotéricine B Amphotéricine B/caspofungine 

P3 32 8/4 0,5 Synergie   

P24 8 1/16 0,325 Synergie  

P83 4 1/4 0,5 Synergie 

P91 32 16/8 0,625 Indifférence   

I30 4 1/0,5 0,625 Indifférence 

I74 16 2/1 0,325 Synergie  

I81 4 1/8 0,625 Indifférence 

I82 2 0,25/1 0,25 Synergie   

F21 2 0,25/1 0,375 Synergie  

F88 2 1/0,03 0,625 Indifférence  

C. albicans 
ATCC10231 

4 0,5/4 0,325 Synergie  

 

4.2 Amphotéricine B/voriconazole 

Les concentrations minimales inhibitrices de l’amphotéricine B seule et  associée à la 

caspofungine vis-à-vis des cellules sessiles de Candida glabrata et Candida albicans 

ATCC10231 ainsi que et les indices des concentrations inhibitrices fractionnaires, 

sont regroupés dans le tableau N°4 

L’utilisation de l’amphotéricine B associée au voriconazole induit une nette réduction 

de ses SCMI50  vis-à-vis des levures étudiées pouvant atteindre un facteur de              

8  pour les souches P24  et I74 

Le calcul des FICI de l’association amphotéricine B/voriconazole a donné des valeurs 

inférieures à 0,5 pour les souches P83, P91, I82, F21 et Candida albicans             

ATCC10231, l’interaction est de type synergique. En revanche, pour les souches          
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P3, P24, I74, I30, I81 et F88, les FICI sont supérieurs à 0,5, il s’agit d’une 

indifférence. 

Des travaux antérieurs ont montré que la synergie vis-à-vis des biofilms de      

Candida sp est obtenue en raison de la réduction de la résistance au posaconazole 

exprimée par une diminution significative de la SCMI de ce dernier lorsqu'il est utilisé 

en association avec l'amphotéricine B (Tobudic et coll., 2009). 

De même que le posaconazole, le voriconazole possède une structure  hydrophobe 

unique alors que  les biofilms sont composés d'une matrice hydrophile, de cellules et 

d’hyphes. De ce fait, sa combinaison à l'amphotéricine B pourrait engendrer un 

changement de structure affectant la matrice et les cellules fongiques au sein du  

biofilm (Tobudic et coll., 2009). 

Tableau N°4 : Concentrations minimales inhibitrices et indices de 

concentrations inhibitrices fractionnaires de l’association              

amphotéricine B/voriconazole vis-à-vis des cellules sessiles de               

Candida glabrata et Candida albicans ATCC10231 

ATF 
 
 
Souches 

SCMI (µg/mL) 

FICI Interaction 
Amphotéricine B Amphotéricine B/voriconazole 

P3 32 8/4 0,75 Indifférence  

P24 8 1/4 0,625 Indifférence 

P83 4 1/8 0,375 Synergie 

P91 32 8/16 0,375 Synergie  

I30 4 2/16 1 Indifférence 

I74 16 2/8 0,625 indifférence 

I81 4 1/1 0,625 Indifférence 

I82 2 0,25/8 0,325 Synergie   

F21 2 0,25/8 0,375 Synergie  

F88 2 1/1 0,625 Indifférence  

C. albicans 
ATCC10231 

4 1/2 0,5 Synergie  
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L’étude que nous avons réalisée a porté sur la détermination des concentrations 

minimales inhibitrices et des concentrations minimales inhibitrices sessiles de 

l’amphotéricine B seule et associée à la caspofungine et au voriconazole vis-à-vis d’une 

collection de souches de Candida glabrata. 

Il ressort de ce travail que:  

 La totalité des souches étudiées de Candida glabrata sont sensibles à 

l’amphotéricine B, à la caspofungine et au voriconazole,  leurs CMI correspondent 

aux seuils de sensibilité établis par le CLSI (2008) 

 L’association de l’amphotéricine B à la caspofungine a donné une synergie vis-à-vis 

des cellules planctoniques de Candida glabrata avec une diminution des CMI de 

l’amphotéricine B. Il s’agit d’une voie très prometteuse pour le traitement des 

mycoses systémiques. 

 Par contre, l’association de l’amphotéricine B au voriconazole a révélé des FICI 

inférieurs à 0,5, les isolats cliniques de Candida glabrata sont donc indifférents à 

cette combinaison 

 Les Concentrations minimales inhibitrices sessiles de l’amphotéricine B seule ou 

combinée à la caspofungine et au voriconazole vis-à-vis des souches testées sont 

supérieures aux CMI. Par conséquent, toutes les souches étudiées possèdent le 

potentiel de former des biofilms.  

 L’association de l’amphotéricine B à la caspofungine et au voriconazole peut 

améliorer son efficacité vis-à-vis des cellules sessiles de Candida glabrata 

Pour compléter ce travail, il serait intéressant de : 

- Tester l’association de l’amphotéticine B à la caspofungine et au voriconazole sur 

d’autres souches de Candida sp 

- Déterminer les CMI et les SCMI de l’association de la caspofungine au voriconazole 

- Appliquer les associations d’antifongiques en milieu clinique (In vivo) 

- Identifier les gènes qui codent pour la résistance des cellules sessiles   
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