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Résumé 

 
L’amphotéricine B reste l’antifongique de référence pour le traitement des mycoses systémiques, en dépit 
de sa toxicité rénale très sévère vis-à-vis des cellules de l’hôte qui conduit a l’arrêt et /ou à l’échec du 
traitement.  
Le but de cette étude est de rechercher dans un premier temps de nouvelles formulations de cet 
antifongique basées sur l’effet  combiné de quelques paramètres physico-chimiques (solvant, pH et 
température).  Dans un deuxième temps, nous avons  testé l’effet de ces formulations sur le phénomène de 
dormance des levures de Candida albicans ATCC10231. 
Les résultats obtenus nous ont permis de sélectionner une formulation très intéressante. Il s’agit de 
l’amphotéricine B préparée dans le DMSO à une concentration de 10

-3 
M puis diluée  à 10

-4 
M dans le 

tampon acétate de sodium/acide acétique pH 5,4, 100 mM et préchauffée pendant 20 minutes à 70°C.    
Pour cette formulation, l’efficacité de l’antifongique est améliorée de 17 % et la fuite de l’hémoglobine 
intracellulaire des globules rouges humains est réduite de 78 % par rapport l’amphotéricine B préparée 
directement dans le DMSO. 
Par ailleurs, l’utilisation de cette formulation à une concentration finale d’amphotéricine B égale à 0,4 µM, 
qui correspond à sa CMI, induit un réveil des levures de Candida albicans ATCC10231 si le temps 
d’incubation est prolongé au-delà de 24 heures. C’est le phénomène de dormance.  
En revanche, pour une concentration finale supérieure ou égale à 1 µM, aucune croissance des levures 
n’est observée. Ces dernières sont incapables de croitre après transfert sur milieu solide. Il s’agit de la CMF. 
 
Mots clés : amphotéricine B, toxicité sélective, Candida albicans ATCC10231, globule rouge humain, 
dormance, environnement physico-chimique. 
 
 
Abstract : 
 

Amphotericin B remains the antifungal of reference for the treatment of systemic mycoses. Unfortunately, 

very severe kidney toxicity vis-à-vis the host cells leads to the arrest and / or failure of treatment. 

The aim of this study is to search as a first step of this new antifungal formulations based on the combined 

effect of several physicochemical parameters (solvent, pH and temperature). We have tested the effect of 

these formulations on the phenomenon of dormancy of yeasts Candida albicans ATCC10231. 

The obtained results allowed us to select  a very interesting formulation. This is amphotericin B prepared in 

DMSO at a concentration of 10
-3

 M and then diluted to 10
-4

 M in buffer sodium acetate / acetic acid pH 5.4, 

100 mM and preheated for 20 minutes 70 ° C. 

For this formulation, the efficacy of antifungal improved by 17 % and the leakage of intracellular hemoglobin 

from human red blood cells is reduced by 78 % compared with amphotericin B directly prepared in DMSO.  

Moreover, the use of this formulation to a final concentration of amphotericin B equal to 0,4 µM, 

corresponding to its MIC, induced a revival of the yeast Candida albicans ATCC10231 if the incubation time 

is extended beyond 24 hours. This is the phenomenon of dormancy. 

However, for a final concentration greater than or equal to 1 μM, no yeast growth was observed. These are 

unable to grow after transfer to solid medium. This is the CMF. 

 

Keywords : amphotericin B , Candida albicans ATCC10231, blood red cells, dormancy, physicochemical 
environment. 

 : ملخص
لك تبقى سميته تجاه خلايا الشخص ذرغم  ,المضاد الفطري المثالي لعلاج الاصابات الفطرية العميقة  amphotéricine Bيعتبر الـ 

 .أو فشل العلاج /المصاب وخاصة خلايا الكلى عاملا محددا لاستمرارية و
درجة , المذيب(ج بعض العوامل الفيزيائية الكيميائية الهدف من هذه الدراسة البحث عن صيغ جديدة لهذا المضاد الفطري اعتمادا على دم

 . ATCC10231  Candida albicansتأثير هذه الصيغ على ظاهرة النوم لخلايا ثم اختبار ,(الحموضة و الحرارة
ثم  M 3-10بتركيز   DMSOالمذاب فيamphotéricine B مكنتنا النتائج المحصل عليها من اختيار صيغة اكثر أهمية يتعلق الأمر بالـ 

دقيقة في  20والتسخين مدة  pH 5,4, 100 mMحمض الخل /باستعمال المحلول العازل خلات الصوديوم M 4-10مخفض الى تركيز 
 . C°70درجة حرارة

ين من خلايا الدم بالهموغلو فقدان في  % 78وانخفاض بنسبة  % 17بنسبة  amphotericin Bلاحظنا تحسنا في فعالية الـ , بالنسبة لهذه الصيغة

 . DMSOالمحضر مباشرة في   amphotéricine Bالحمراء البشرية مقارنة بالـ 
 Candida albicans خميرة تمكن amphotéricine B CMI   الـ µM 0,4 اضافة الى ذلك استعمال هذه الصيغة  بتركيز نهائي

ATCC10231   ساعة نتكلم اذا عن ظاهرة النوم الخلوي 24من النمو في حالة اطالة زمن التجربة الى ما فوق . 
 .   CMFيتعلق الأمر ب . ائي صلبذلم نلاحظ أي نمو لخلايا الخميرة بعد نقلها إلى وسط غ µM 1 عكس ذلك من اجل تركيز نهائي يساوي أو يفوق

.الوسط الفيزيائي الكيميائي,النوم الخلوي  ,خلايا الدم الحمراء ,amphotéricine B , Candida albicans ATCC10231 :ةياحالكلمات المفت
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Au cours de ces dernières années, l’incidence des infections fongiques ou mycoses 

systémiques a augmenté de façon dramatique. Ces affections constituent actuellement un 

vrai problème clinique et économique. 

Elles sont en forte recrudescence, en raison de l’extension de la population à risque 

(immunodéprimés liés au virus du sida), aux avancées en transplantation et en oncologie, 

à l'utilisation de cathéters vasculaires, au recours fréquent à des antibiothérapies à large 

spectre et à une émergence de plus en plus fréquente des souches résistantes aux 

traitements antifongiques (Carle S., 2003) 

Candida albicans est de loin l’espèce la plus fréquemment retrouvée, mais l’incidence des 

Candida non albicans comme C. glabrata, C. parapsilosis et C. tropicalis est croissante 

dans les prélèvements cliniques. 

L’amphotéricine B, antifongique polyènique, reste le traitement  de choix pour les mycoses 

systémiques malgré qu’elle soit  à l’origine de phénomènes toxiques très sévères mettant 

en jeu parfois le pronostic vital. 

Le large spectre d’action couvrant presque la totalité des souches pathogènes rencontrées 

dans les diagnostiques cliniques et certains protozoaires, la très faible fréquence 

d’apparition des souches résistantes et la large expérience clinique constituent les atouts 

majeurs de cet antifongique. 

C’est pourquoi, plusieurs stratégies visant à augmenter l’index thérapeutique de cette 

drogue (préserver son efficacité vis-à-vis des levures et fongis tout en réduisant sa toxicité 

vis-à-vis des cellules animales) ont été développées. Il y a celles  qui sont basées sur la 

modification de sa structure chimique et celles qui s’intéressent à la recherche de 

nouvelles formulations où plusieurs solutions ont été préconisées pour moduler la 

solubilité de  l’amphotéricine B. 

En effet, avec un faible index thérapeutique résultant d’une solubilité très réduite en milieu 

aqueux,  il est important de moduler d’une part, l’état moléculaire de l’amphotéricine B au 

moyen d’un contrôle des concentrations molaires et des doses thérapeutiques 

administrées. D’autre part, diminuer les interactions moléculaires  indésirables  entre la 

molécule antifongique et les molécules biologiques, d’une façon directe via des 

modifications de la structure chimique ou indirecte par un changement des paramètres et 

des caractéristiques de l’environnement physico-chimique qui l’entoure.  

Par ailleurs, une  étude récente a mis en évidence un autre phénomène par lequel 

certaines levures en culture en présence d’amphotéricine B, ressuscitent après un temps 

de contact supérieur à 24 heures. Il s’agit du phénomène de dormance (Boucherit Z. et 

coll., 2007)  
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Partant de ces données et en vue de l’élaboration de nouvelles formulations faciles à 

mettre en œuvre et très peu onéreuses, nous  avons  entrepris cette étude qui à porté sur 

deux volets :  

- Etude de l’effet combiné de quelques paramètres physico-chimiques du milieu de 

préparation de l’amphotéricine B (solvant de solubilisation, pH et température) sur            

la modulation de la toxicité sélective de cet antifongique vis-à-vis d’un modèle de levure     

à savoir Candida albicans ATCC10231 et d’un  modèle de cellules animale, le globule 

rouge humain. 

- Etude du phénomène de dormance des cellules de Candida albicans ATCC10231 dans 

les conditions expérimentales précédentes avec la mise en évidence de la viabilité et de la 

cultivabilité des levures qui ressuscitent. 
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1. Propriétés physico-chimiques de l’amphotéricine B  

L’amphotéricine B est un antibiotique antifongique produit naturellement par culture       

d’un actinomycète du sol Vénézuélien, Streptomyces nodosus (Trejo W. H. et Bennett R. 

E., 1963). Il fut isolé  pour la première fois en 1956 par Gold et ses collaborateurs mais 

sa structure chimique complète n’a été établie qu’en 1970, après plusieurs années 

d'études par des méthodes basées sur sa dégradation chimique [(Cope A. C. et coll., 

1966) ; (Mechlenski W. et coll., 1970)]  (figure N° 1). 

L’amphotéricine B se présente sous forme de poudre jaune instable, peu soluble         

dans les milieux aqueux et dans les solvants organiques apolaires, la concentration 

minimale critique dans l’eau est de 6.10-7M, mais soluble dans certains solvants 

organiques polaires tels que le  diméthylsulfoxide (DMSO) et le diméthylformamide (DMF), 

elle se conserve à + 4°C à l’abri de la lumière [(Hammond S. M., 1977) ; (Tancrede P. et 

coll., 1990) ; (Cohen Y. et Jacquot C., 2008)]. 

La stéréochimie actuelle de la molécule, a été établie en 1971 à partir d’une analyse      

par cristallographie aux rayons X du dérivé N-iodoacétyle  puis confirmée  par RMN, avec 

un poids moléculaire de 924,11 et une formule chimique brute C47H73NO17.  

Cet antifongique fait partie de la classe des macrolides polyèniques comportant 47 atomes 

de carbone, il se présente sous une structure chimique complexe multifonctionnelle 

comportant un cycle macrolactone à 38 chainons allongé dans un plan sous forme                

de bâtonnet presque totalement rigide, lié à une mycosamine par une liaison                    

β-glycosidique au niveau du carbone C19. La lactone est constituée : 

-  D’un Cétal cyclique à six chaînons formés par interaction chimique entre la cétone en 

C13 et le groupement hydroxyle en C 17  

- D’une partie apolaire hydrophobe, constituée essentiellement d’un système rigide 

composé de sept (07) doubles liaisons conjuguées en configuration trans  entre                        

le carbone N°20 et le carbone N°33 , responsable d’un intense spectre d’absorption U.V. 

dans l'intervalle 450-280 nm, ce qui permet de l'étudier par méthodes spectroscopiques ; 

- D’une partie polaire hydrophile, caractérisée par la présence de sept (07) groupements 

hydroxyles portés par les atomes de carbone N° 3, 5, 8, 9, 11, 15 et 35), d’une 

mycosamine et une fonction carboxylique en C16 [(Ganis P. et coll., 1971) ; (Sowiński P. 

et coll., 1992) ; (Ross M., 2002)] (Figure N°2)  
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Figure N° 1 : Structure  chimique de l'amphotéricine B (Gagos M. et Arczewska M., 

2010). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure N°2 : Présentation des différentes parties de la molécule d’amphotéricine B,  

En bleu: la partie polyène hydrophobe ; En rouge : la partie hydrophile ; 

En vert : la mycosamine (Logiciel acdlab Steckchem) 
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La répartition  asymétrique de ces groupements chimiques confère à l’amphotéricine B     

un caractère amphiphile.  

La présence du groupement  carboxylique de la lactone et du groupement amine primaire 

sur l'aminosucre, tous deux ionisables au pH physiologique avec des pKa respectifs de 5,5 

et 10,  confère le caractère amphotère à cet antifongique d’où son nom.  

La longueur  de cet antifongique estimée  à environ 21 Å est approximativement égale        

à celle d’un phospholipide  et donc à la moitié de l’épaisseur  de la bicouche lipidique     

(Holz R. W., 1974). 

Il est  à noter que ces deux caractères physico-chimiques (amphotère et amphiphile)  

jouent un rôle important dans le mécanisme d’action et la répartition de l'amphotéricine B 

dans les solutions aqueuses (Hung C. T. et coll., 1988). En effet, en solution aqueuse, 

elle se trouve schématiquement sous trois formes :  

- Agrégée responsable de la toxicité ;  

- Oligomèrique )essentiellement dimère) douée d’une moindre toxicité ;  

- Monomérique peu toxique responsable de l’activité antifongique. 

L’équilibre entre ces trois formes n’est pas figé, il varie selon la concentration                   

de l’antifongique, le milieu dans lequel il est solubilisé et l’action des surfactants ou autres 

excipients. Nous comprenons alors l’importance du choix du support de solubilisation pour 

réduire la proportion de la forme toxique  de cette drogue  [(Legrand P. et coll., 1992) ; 

(Chavanet P. et coll., 1997) ; (Vandermeulen G. et coll., 2006)].  

 

2. Propriétés biologiques de l’amphotéricine B 

L’amphotéricine B, chef de file incontesté des antifongiques polyèniques, reste                  

le traitement de première ligne des mycoses  profondes ou systémiques. Son spectre 

d’action inclu les espèces Candida ,Cryptococus, Aspergillus, Fusaruim et Scedosporium 

[(Ellis D., 2002) ; (Enoch D. A. et coll., 2006) ; (Kleinberg M., 2006)]. 

La résistance à  l’amphotéricine B est un événement relativement rare chez les isolats 

cliniques des levures ou des champignons pathogènes,   elle est  généralement liée à la 

différence du contenu en ergostérol membranaire des différents microorganismes      

[(Ellis D., 2002) ; (Kanafani Z. A. et Perfect J. R., 2008)].  

L’amphotéricine B est un antiparasitaire utilisé avec succès dans le traitement de la 

leishmaniose viscérale, elle est également active contre Plasmodium falciparum et les 

prions [(Demaimay et coll., 1994) ; (Meyerhoff A., 1999) ; (Mange A. et coll., 2000) ; 

(Hatabu T. et coll., 2005)]. 
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Sa posologie usuelle est de 0,5 à 0,6 mg/kg/jour ou de 1 à 1,2 mg/kg un jour sur deux 

sous forme de Fungizone®. Cette dose reste un traitement efficace  dans la plupart         

des mycoses systémiques notamment chez les patients immunodéprimés (Sugar A. M., 

1990). Après administration par voie intraveineuse, 95 % de l’amphotéricine B se lie 

fortement aux différents  types  de protéines et de lipoprotéines sériques en particulier 

ceux contenant une concentration élevée en cholestérol (LDL et HDL), les β-lipoprotéines,   

l’albumine sérique humaine et l’1-acide glycoprotéine [(Wasan K. M. et Lopez-

Berestein G., 1994) ; ( Wasan K. M. et coll., 1994a) ; ( Wasan K. M. et coll., 1994b) ; 

(Ayestaran A. et coll., 1996) ; (Sivak O. et coll., 2004) ; (Hartsel S. C. et coll., 2001) ; 

(Bekersky I. et coll., 2002)].  

La distribution suit un modèle tricompartimental avec un compartiment central et deux 

compartiments périphériques ; dont l’un est d’équilibration rapide et l’autre d’équilibration 

lente. La demi-vie pour le compartiment d'équilibration rapide est de 24 à 48 heures.        

Par contre, elle est de 15 jours pour le compartiment d'équilibration lente.                       

Des concentrations élevées de l’amphotéricine B sont trouvées dans le foie                    

(14 à 41 % de la dose administrée), les reins (0,3 à 2 %) et les poumons (1,2 à 6 %)               

(Atkinson A. J., Jr. et Bennett J. E., 1978). 

L’administration de l’amphotéricine B est  fréquemment accompagnée par des effets 

immédiats d’ordre général (nausées, frissons, fièvre, diarrhées, douleur abdominales, 

céphalée, une hypertension artérielle...etc). Mais  c'est la toxicité rénale et hépatique ainsi 

que les troubles métaboliques (hyperkaliémie, hypomagnésimie et acidose métabolique) 

qui sont les plus préoccupants [(Clements J. S., Jr. et Peacock J. E., Jr., 1990) ; (Gallis 

H. A., 1996)].  

3. Mécanisme d’action de l’amphotéricine B 

Bien que l’amphotéricine B soit utilisée en pratique clinique  vers la fin des années            

50 et malgré le nombre important des études réalisées sur cet antifongique,                      

le mécanisme d’action par lequel elle exerce son activité n’est que partiellement élucidé. 

La littérature scientifique rapporte que l’amphotéricine B présente une multitude d'effets 

qui influent sur les cellules hôtes et les cellules fongiques. 

Les actes biologiques de la molécule peuvent être regroupés en deux catégories :  

3.1. Effets membranaires 

Les études théoriques et/ou expérimentales réalisées sur des modèles membranaires  

montrent que cet antifongique forme au niveau des membranes  plasmiques cellulaires 

des structures ordonnées, transmembranaires, poreuses, ioniques et/ou perméables, suite 

à une interaction surfacique avec des constituants membranaires présentant un caractère 
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hydrophobe et un potentiel électrique convenable (lipides). Il en résulte une altération      

de l’équilibre osmotique marqué par une fuite des ions de potassium (K+) , des protons 

(H+) et des métabolites de petites tailles ce qui induit une lyse suivie de la mort cellulaire      

[(Chen et Bittman, 1977) ; (Bolard et coll., 1980) ; ( Jullien et coll., 1990)]. 

Il ressort de ces études que la formation des canaux ioniques nécessite l’établissement 

d'interactions chimiques intermoléculaires et intramoléculaires, entre les molécules 

d’amphotéricine B d'une part et entre l’antifongique et les constituants membranaires 

(stérols et les phospholipides) d'autre part [(Baginski M. et coll., 1997) ;                        

(Palacios D. S. et coll., 2011)].    

D’autres travaux par modélisation moléculaire ont montré qu’après insertion                     

de l’amphotéricine B dans la membrane cytoplasmique, différents types de liaisons sont 

mis en jeu. En effet, les molécules d’amphotéricine B adjacentes sont capables d’établir 

des liaisons hydrogènes intramoléculaires et des interactions électrostatiques entre           

le groupement NH3
+ et le groupement COO- d’une molécule antifongique adjacente 

[(Khutorsky V. E., 1992) ; (Khutorsky V., 1996) ; (Baginski M. et coll., 1997)].  

De plus, des liaisons hydrogènes sont également établies entre le groupement NH3
+        

de l’amphotéricine B et le groupement PO4
- des phospholipides membranaires et aussi 

entre le groupement 3-β OH du stérol et le groupement NH2 de la mycosamine.              

Des interactions sont également nécessaires  pour la formation du complexe ternaire 

AmB/stérols/phospholipides  [(Clejan S. et Bittman R., 1985) ; (Umegawa Y. et coll., 

2008) ;   (Baran M. et coll., 2009)] (figure N°3). 

 Il s’agit d’interactions de type :  

-  Van Der Waals entre les atomes des noyaux stéroïdiens et la lactone de l’antifongique, 

- π-π entre les doubles liaisons de la partie hydrophobe de l’amphotéricine B et les 

doubles liaisons de l’ergostérol 

-  Forces de Coulomb. 
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Figure N°3 : Les différentes interactions chimiques entre les molécules d’amphotéricine B 

et quelques constituants membranaires (Stérols, phospholipides) (Palacios D. S. et coll., 

2011). 
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Rappelons que l’amphotéricine B à une plus grande affinité pour l’ergostérol               

(stérol dominant des membranes des levures et fongis) (Ka= 6.9 105 M-1) que pour              

le cholestérol (stérol dominant des membranes des cellules animales) (Ka= 5.2 104 M-1) 

(Readio J. D. et Bittman R., 1982).  

En 1977, SAFE et ses collaborateurs ont montré que les souches de Candida albicans 

résistantes à cet antifongique avaient un niveau d’ergostérol membranaire plus faible que 

les souches sensibles.  

De plus, l’inhibition de la synthèse du cholestérol par un dérivé azolé le kétoconazole, 

permet une diminution de la toxicité de l’amphotéricine B  vis-à-vis des cellules rénales    

en culture (Joly V. et coll., 1992). 

La composition en phospholipides membranaires joue aussi un rôle dans l'interaction 

amphotéricine B/Stérol (Clejan et Bittman, 1985). En effet, des cellules                            

de Saccharomyces cerevisiae enrichies en phospholipides de type phosphatidylcholine 

(Cybulska B. et coll.),  phosphatidylsérine (PS) ou en phosphtidyléthanolamine (PE),  

acquièrent une résistance vis-à-vis de l'amphotéricine B (Rao et coll., 1985).                   

De même, les travaux de Matsuoka et ses  collaborateurs (2003) , ont montré que 

l’augmentation de la  longueur de la chaine acyle des phospholipides est inversement 

proportionnelle à la fuite du potassium (K+) intracellulaire . 

La première conséquence de ces interactions est l’apparition de pores ioniques            

et/ou hydroperméables transmembranaires. La formation de ces pores est soit :  

- Direct, c'est-à-dire en une seule étape où un nombre critique de molécules 

d’amphotéricine B s’adsorbent à la membrane en formant des agrégats, et s’insèrent dans 

la bicouche lipidique. Le canal se forme après organisation des formes agrégées en 

structure ordonnée qui peut être stérol dépendante (le stérol intervient dans le maintient 

de la structure ouverte du canal), ou stérol indépendante, ce dernier sert à orienter et        

à entourer le complexe amphotéricine B/phospholipides [(De Kruijff B. et Demel R. A., 

1974);(Hartsel et coll., 1991) ;(Kasai Y. et coll., 2008)] ; 

- Un mécanisme séquentiel dans lequel Cohen (1992) suggère que les molécules  

d’amphotéricine B (monomères et dimères) pénètrent la bicouche lipidique 

séquentiellement et diffusent pour interagir avec les phospholipides et les stérols 

membranaires.   

Quelque soit le mécanisme aboutissant à la formation du canal ionique, le modèle proposé  

par   De Kruijff et Demel en 1974  (model de demi-pore) reste le plus plausible.         
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Il s'agit de canaux de 8 Å formés de 8 à 12 molécules d'amphotéricine B agrégées. 

L'ensemble constitue un canal ancré à la surface membranaire par ses groupes chargés 

dont l'intérieur est tapissé de groupes hydroxyles (Figure N° 4).  

Le problème posé par ce modèle vient du fait que les canaux n'étaient pas assez longs 

pour s'étendre sur l'épaisseur de la bicouche lipidique. Les longueurs de chaînes acyles 

des phospholipides rencontrés dans les membranes plasmiques étant d’environ 25 nm    

ce qui correspond à un seul feuillet. 

L'observation comme quoi l'amphotéricine B avait une activité sélective maximale vis-à-vis 

des anions quand ils sont présents des deux côtés de la membrane plasmique d’une part. 

D’autre part, l'existence d'un groupement OH en C35, suggère que deux demi-pores 

pouvaient se superposer au sein de la membrane par des liaisons hydrogènes.            

C'est pourquoi, le modèle proposé par Dekruijff et Demel (1974), constitué de demi-pores 

cations sélectifs et de doubles demi-pores anions sélectifs est resté la référence en 

matière de mécanisme d'action de cet antifongique. 

Des études par modélisation moléculaire proposent que le canal  ionique  est formé par un 

nombre de molécule d’amphotéricine B compris entre 6 et 8 avec un diamètre entre          

7-10 Å en présence  d’ergostérol (Baginski M. et coll., 2002). 
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Figure N°4 : Représentation schématique du canal ionique formé par le complexe 

amphotéricine B /stérol.                                 

)A) Les molécules de l’amphotéricine B sont intercalées par  des molécules de stérol 

)B) Les molécules de l’amphotéricine B sont entourées par les molécules de stérol    

(Kasai Y. et coll., 2008) 
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3.2. Effets métaboliques 

Les travaux de Sokol-Anderson et ses collaborateurs (1986) ont montré que  la toxicité    

de l’amphotéricine B est fortement réduite en présence de la peroxyde dismutase et d’O2 

ou en absence d’O2 ; nous pouvons supposer que l’amphotéricine B favorise la formation 

de radicaux libres  responsables des peroxydations lipidiques et de la lyse cellulaire.        

De plus, l’induction de la perméabilité aux cations ne serait nullement influencée            

par la présence ou non d’O2.       

Par ailleurs, en 1994, Vertut-Doï et ses collaborateurs, ont mis en évidence un autre 

mécanisme d’action de l’amphotéricine B, au niveau du processus d’endocytose chez    

une lignée cellulaire Chinese Hamster Ovary (CHO). A fortes doses,  l’antifongique serait 

susceptible d’inhiber la fusion endosomes-lysosomes tout en stimulant son internalisation 

par la pinocytose. 

L’amphotéricine B exerce également un effet inhibiteur sur plusieurs enzymes 

membranaires des cellules animales et des cellules fongiques par un changement           

de gradient de concentrations du sodium intracellulaire. Il s’agit de la  phosphatase 

alcaline, l’ ATPase Na+/K+ des érythrocytes et l’ATPase à protons des levures [(Vertut-Doi 

A. et coll., 1988) ; (Brajtburg J. et Bolard J., 1996)].  

Elle stimule aussi l’immunité cellulaire de l’hôte par induction de la production 

d’interleukine-1 et du TNFα )Tumor Necrosis Factor α), la consommation d’oxygène et la 

phosphorylation oxydative (une altération de la transformation de ATP en ADP) et diminue  

la synthèse des composés azotés et les réserves glucidiques [(Scott D. W. et coll., 

2001) ; (Grooters A. M. et Taboada J., 2003)].  

L’amphotéricine B  induit également des dommages oxydatifs par des espèces réactives 

d’oxygène libérées suite à son auto-oxydation ainsi qu’une accélération de  l’oxydation des 

protéines, de la peroxydation des lipides, des lipoprotéines sériques et des membranes 

cellulaires ce qui provoque une augmentation de la sensibilité  des cellules aux chocs 

osmotiques  (An M. et coll., 2009). 
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4. Différentes  formulations  de l’amphotéricine B 

En vue d’améliorer  l’index thérapeutique de l’amphotéricine B,  différentes stratégies ont 

été adoptées et mises en œuvre.  Nous pouvons les classer en deux catégories : 

4.1. Modification de la structure chimique 

Il s’agit d’une semi-synthèse qui aboutit à des  dérivés solubles de l’amphotéricine B        

par substitution de groupements ionisables (NH3
+ et COO-). Les dérivés les plus 

intéressants restent le PAME (N-(1-Piperidinepropionyl) Amphotéricine B Méthyl Ester)                       

qui est nettement moins toxique que l’amphotéricine B conventionnelle, le SAME                       

(N-)N’-3-diméthyl aminopropyl-Succinimido) Amphotéricine B Méthyl Ester) qui favorise 

une bonne interaction hydrophobe avec les milieux apolaires et l’AMA            

(Amphotéricine B-3- )N’N’-diméthylamino) propylamide)  utilisé dans la vectorisation 

d’oligonucléotides antisens )ODN) dans les cellules animales  [(Hac-Wydro K. et coll., 

2005) ; (Czub J. et coll., 2007) ; (Hianik T. et coll., 2008) ; (Czub J. et coll., 2009)] 

(figure N°5). 

4.2. Modification  de la composition chimique  

C’est une voie qui consiste à créer un  environnement d’inclusion  ou d’adsorption pour 

l’amphotéricine B basée  sur des mélanges sous forme de complexes, d’émulsions,               

ou de phases structurées  )liposome, particules,...) entre l’antifongique et les molécules 

biologiquement tolérées. 

En effet, les associations amphotéricine B /détergents ont donné des résultats très 

encourageants. Les dérivés hydrosolubles du cholestérol, des polyoxéthyleneglycols         

tel que le dérivé Myrg59 sont capables d’assurer une protection totale des globules rouges 

contre l’effet toxique de cette drogue. L’ester de sucrose augmente significativement        

la DL50 de la Fungizone® après une injection unique chez la souris [(Gruda I. et coll., 

1991) ; (Tasset C. et coll., 1991)]. 

Par ailleurs, le complexe amphotércine B / lipoprotéines sériques lourdes (HDL) protège 

les cellules animales jusqu’à une concentration de 10 µg/mL (10 fois la concentration 

minimal inhibitrice).  Il est à noter que dans ces conditions, son efficacité vis-à-vis           

des levures reste inchangée [(Wasan et coll.,1994a) ; (Boucherit-Otmani Z., 1995) ;   

(Bedran M. A., 1997) ; (Soulimane N., 2001)].  
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Figure N°5 : Structure de l’amphotéricine B )a) , et des trois dérivés semi synthétiques       

PAmE(b), SAmE (c) (Czub J. et coll., 2009) et AMA (d) (Hianik T. et coll., 

2008). 

 

 

 

d) 
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Trois formulations lipidiques sont mises sur le marché : 

- Abelcet® : l’association de l’amphotéricine B à deux molécules(Dimyristoylphosphatidyl-

choline et Dimyristoylphosphatidylglycérol) a permis d’avoir de l’amphotéricine B en 

complexe lipidique.  

- Amphotec® ou Amphocil® : l’association de l’amphotéricine B au sulfate  de cholestérol 

s’est révélée beaucoup moins toxique que l’amphotéricine B libre ou liée au 

désoxycholate, et ceci grâce au pouvoir solubilisant de ce dérivé de cholestérol.  

- Ambisome® : l’incorporation de l’amphotéricine B dans des liposomes unilamellaires 

constitués de phosphatidylcholine hydrogéné, de cholestérol et de distéaroylphosphatidyl-

glycérol a augmenté son index thérapeutique (Andres E. et coll., 2001). 

Ces formulations restent les plus prometteuses malheureusement leur coût élevé reste    

un inconvénient majeur pour les pays en développement comme le notre. 

 

4.3. Modulation des paramètres physico-chimiques  

Selon Legrand et coll., (1992), l’augmentation de la concentration d’amphotéricine B       

dans la solution antifongique conduit  d’une part, à une prédominance des formes 

agrégées insolubles responsables d’une augmentation de sa cytotoxicité vis-à-vis des 

érythrocytes. D’autre part, pour une même quantité  en amphotéricine B, le DMSO 

favorise plus de formes agrégées que le DMF.   

Par ailleurs, les résultats obtenus par Gaboriau et coll., (1997) et Petit et coll., (1998)           

ont montré que  le préchauffage d’une solution antifongique de Fungizone® à 70°C 

pendant 20 minutes provoque une super agrégation des molécules d’amphotéricine B. 

C’est une forme sous laquelle une forte diminution de la toxicité antifongique vis-à-vis   

des globules rouges  est obtenue aussi bien in vivo qu’in vitro.   

En 2008, Belkherroubi-Sari L. et ses collaborateurs, ont montré que l’efficacité de  

l’amphotéricine B utilisée  à une concentration finale de 2 µM à pH 5,4 et 10,8, est 

maintenue vis-à-vis  de Candida albicans IP444 avec une réduction de la toxicité vis-à-vis 

des globules rouges humains. 

Torrado, Espada et coll. (2008) ont  montré que la solubilité de l’amphotéricine B en 

milieu aqueux dépend de sa concentration, de la température, de la lumière, du taux 

d’oxygène et de la force ionique. 

De plus, les travaux de Boucherit K. et coll. (2011) ont mis en évidence le rôle de 

l’environnement ionique de l’amphotéricine B sur la modulation de sa toxicité sélective.    

En effet, une bonne activité antifongique est obtenue suite à une augmentation de la 

concentration des sels (MgSO4   et MgCl2). 
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Par ailleurs, Liao et coll., en 1999 ont étudié la relation entre viabilité, mortalité                

des cellules, intégrité membranaire et activité intracellulaire en présence et en l’absence 

d’amphotéricine B. Il apparaît que des cellules de Candida albicans exposées                   

à des concentrations d’amphotéricine B comprises entre 0,5 et 1 µM sont incapables      

de se multiplier mais peuvent ressusciter.  

En 2003, ces mêmes auteurs, ont montré que les cellules fongiques traitées                    

par l’amphotéricine B à une concentration de 0,5 µM et incubées à une température          

de 22°C,  peuvent ressusciter après un temps d’incubation de 15 heures (Liao R. S. et 

coll., 2003). Il semblerait qu’il est possible de mettre en évidence, dans ces conditions 

expérimentales, la viabilité des cellules fongiques.  

Plus récemment, Boucherit Z. et coll. (2007) ont montré que les cellules de Candida 

albicans ATCC10231 soumises à une concentration finale de 0,4 µM d’AmB, sont 

capables de ressusciter si le temps d’incubation est prolongé au delà de  24 heures.    

Dans ces conditions les levures sont viables et cultivables. 

La toxicité sélective dépend non seulement de l’environnement  physico-chimique à savoir      

la nature du solvant, le pH de la solution mère et la température mais aussi du temps 

d’incubation. 

Partant des ces données, nous avons entrepris cette étude qui a porté sur : 

- L’étude de l’effet de l’amphotéricine B préparée dans différentes conditions physico-

chimiques à savoir la nature du solvant (DMSO, DMF), la température (préchauffage des 

solutions mère d’antifongique à 70°C pendant 20 minutes), pH 5,4 et la concentration 

finale d’antifongique )0,4, 0,8, 1 et 1,2 µM) sur  le phénomène de dormance des levures 

de Candida albicans ATCC10231, 

- La vérification de la viabilité et la cultivabilité des cellules qui échappent à l’action                                 

de l’amphotéricine B. 

- La détermination de la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) et la Concentration 

Minimale Fongicide (CMF)  de cet antifongique dans les différentes conditions 

expérimentales. 

- L’évaluation de la toxicité des formulations élaborées vis-à-vis du globule rouge humain.  
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Le présent travail est réalisé au laboratoire : Antibiotiques, Antifongiques : physico-chimie, 

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

 

1. Matériel biologique 

Pour les tests  sur la toxicité sélective de l’amphotéricine B, nous avons  utilisé :  

- La levure Candida albicans ATCC10231  American Type Culture Collection (Rockville, 

MD., USA.), cette souche est entretenue par repiquages successifs sur gélose Sabouraud 

et conservée à 4°C.  

- Le globule rouge humain, (modèle universel de cellules animales), provenant d’un 

donneur unique sain.  

2. Antifongique  

Comme antifongique, nous avons utilisé l’amphotéricine B pure provenant des laboratoires 

Bristol-Meyer-Squibb France (Rueil-Malmaison, France). 

3. Méthodes  

3.1. Préparation des solutions antifongiques 

Pour cette étude, nous avons utilisé deux solvants organiques : le Diméthyl sulfoxide 

)DMSO) et le Diméthyl formamide )DMF). Des solutions stocks d’amphotéricine B         

sont  préparées en extemporané à une concentration de 10-3 M puis ajustée à 10-4 M                 

au spectrophotomètre à 407 nm selon la formule A= ε  C L  (ε407 = 150 000) après            

une dilution au 1/100 dans le méthanol absolu (Gaboriau F. et coll., 1997). 

Pour étudier l'effet du pH sur la toxicité sélective de l'amphotéricine B, les solutions stocks 

sont diluées  à 10-4 M dans le tampon acétate/acide acétique pH 5,4 à 100 mM.  

3.2. Préparation de la suspension érythrocytaire  

Du sang fraîchement prélevé sur tube hépariné est centrifugé à 4000 tours/minutes 

pendant 5 minutes. Après élimination du surnageant, le culot est lavé 2 fois avec                 

du tampon phosphate salé de sodium (PBS) 10 mM, pH 7,4 contenant 150 mM de NaCl, 

puis suspendu à nouveau  dans ce même tampon. 

3.3. Croissance des levures sur milieu liquide 

Les cultures sont menées  dans des Erlenmeyers stériles de 100 mL.  

Les Erlenmeyres sont ensemencés aseptiquement par des levures provenant              

d’une préculture de 24 heures. Cette préculture, elle même obtenue dans les mêmes 

conditions par ensemencement des  levures conservées sur le  milieu Sabouraud  gélosé 

à + 4°C. Les précultures et les cultures sont incubées dans un incubateur de paillasse 
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(Orbital shaker, Thermo-Forma) à 30°C sous agitation continue à une vitesse                 

de 130 tours/minute.  

La mesure de la croissance est réalisée par numération cellulaire toutes les  60 minutes 

sur cellule de Thoma  à l’aide d’un microscope binoculaire. 

Pour étudier le phénomène de dormance des levures de Candida albicans ATCC10231   

en présence d'amphotéricine B, la croissance est suivie sur une période de 40 heures.            

Il est à noter que la croissance des levures est réalisée à l’abri de la lumière afin              

de minimiser l’inactivation photodynamique  de l’amphotéricine B (Koufen P. et coll., 

1997). 

3.4. Mise en évidence de la viabilité et de la cultivabilité des levures 

A la deuxième heure de la phase stationnaire de la croissance, des aliquotes                    

de 100µL sont prélevés de chaque culture  et ensemencés sur des boîtes de Pétri 

contenant  10 mL de Sabouraud gélosé. Les boîtes de Pétri  sont incubées à 35°C 

pendant 48 heures. Sont considérées positives, les cultures où il y a une croissance de 

levure visible à l’œil nu.  

3.5. Evaluation de la cytotoxicité de l’amphotéricine B vis-à-vis  des globules 

rouges humains 

Les globules rouges humains sont suspendus dans le tampon PBS pH 7,4, 10 mM, à 

raison de 4000 cellules/mL. 

La suspension érythrocytaire est incubée à 37°C sous agitation continue pendant             

120 minutes. Dès l’addition de la solution antifongique à une concentration finale de 10 µM 

qui correspond au temps zéro de la réaction, des prélèvements de 500 µL à partir de la 

solution réactionnelle sont effectués à intervalle régulier, auxquels nous avons ajouté 2 mL 

d’une solution de lavage glacée )NaCl 150 mM, MgCl2 2 mM). 

Après centrifugation à 4000 tours/minutes pendant 5 minutes, nous avons  récupéré         

le surnageant sur lequel nous avons dosé l’hémoglobine par lecture de la densité optique 

à une longueur d’onde de 548nm (Spectronic GenesysTM 2PC). 

L’hémolyse totale est obtenue par la mise en suspension des globules rouges              

dans le tampon phosphate 10 mM pH 7,4  contenant de Triton X-100  à  une concentration         

de 1 % (v/v). 

Le taux d’hémolyse  est calculé selon l’équation suivante : 
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                                                                                               (Murphy G. L. et coll., 1995). 
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A partir des années 1980, le nombre de patients immunodéprimés a considérablement 

augmenté. Ainsi, les candidémies occupent entre la quatrième et la septième position des 

infections nosocomiales [(Marchetti O. et coll., 2004) ; (Tortorano A. M. et coll., 2004)]. 

Si Candida albicans est l’agent le plus fréquemment impliqué dans les mycoses 

systémiques, d’autres espèces fongiques naturellement peu sensibles à certains 

antifongiques ont émergées (Dannaoui E., 2004). 

Certaines souches ont acquis des résistances, ce qui  dans certains cas a pu être corrélé 

avec l’évolution clinique [(Redding S. W. et coll., 1997) ; (Richet H. et coll., 2002)].  

Des variations de la distribution des espèces fongiques, tant sur le plan géographique    

que dans le temps ainsi que l’élargissement de l’arsenal thérapeutique compliquent          

le choix d’un traitement antifongique empirique et renforcent le besoin d’un outil               

de détection in vitro d’éventuelles résistances[(Rajagopalan N. et coll., 1988) ; (Arikan S. 

et Rex J. H., 2002) ; (Ostrosky-Zeichner et coll., 2003) ; (Pfaller M. A. et coll., 2004) ]. 

Par conséquent, une meilleure compréhension  du mécanisme d’action des antifongiques 

permet d’améliorer la prise en charge des mycoses systémiques chez les personnes 

immunodéprimées et de trouver une explication aux échecs thérapeutiques recensées 

dans le milieu hospitalier. 

Notre étude s’inscrit dans cet ordre d’idée et consiste à étudier l'effet de quelques 

paramètres physico-chimiques (nature du solvant, pH et température) sur la modulation  

de la toxicité sélective de l'amphotéricine B. Nous nous sommes intéressés également       

à mettre en évidence, dans les conditions expérimentales précédentes, le phénomène     

de dormance des cellules de Candida albicans ATCC10231 en présence      

d'amphotéricine B.  
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A- Effet de la nature du solvant sur la toxicité sélective de l’amphotéricine B 

1. Effet de la nature du solvant sur l’efficacité de l’amphotéricine B vis-à-vis          

de Candida albicans ATCC10231 

1.1. Solution mère d'amphotéricine B préparée dans le DMSO 

L’amphotéricine B est préparée en extemporané dans le DMSO à une concentration       

de 10-4 M. L'antifongique est utilisé à des concentrations finales de 0,4 - 0,8 - 1 et 1,2 µM.   

La concentration cellulaire de départ étant fixée à  2.106 cellules/mL. 

La croissance des levures est suivie par dénombrement sur cellule de Thoma. 

Les levures sont incubées à  30°C sous agitation continue à 130 tours/minutes pendant   

40 heures. 

Il est à noter que l'addition du DMSO seul  à une concentration finale de 1,2  % (v/v)      

dans le milieu de culture, n’a aucun effet sur la croissance des cellules  de  Candida 

albicans ATCC10231. 

Les résultats obtenus sont regroupés sur la figure N° 6 : 

Nous remarquons que: 

- La courbe témoin (cellules cultivées sur milieu Sabouraud liquide en l’absence 

d’amphotéricine B), montre qu'après incorporation de l'inoculum  au temps zéro de la 

croissance à une concentration de 2.106 cellules/mL, les levures passent  par une phase 

de latence de 3 heures caractérisée par un  nombre  constant de cellules. Ensuite, les 

cellules entrent en phase  de croissance exponentielle pour atteindre un maximum de 

132.106 cellules/mL au bout de 8 heures d’incubation. Ce taux reste inchangé dans la 

phase stationnaire allant jusqu'à 11 heures d’incubation à 30°C sous agitation continue à 

130 tours/min. Ce nombre correspond à 100 % de croissance. 

- En présence d’amphotéricine B  à une concentration finale de 0,4 μM, la phase               

de latence se prolonge jusqu’à 26 heures, les cellules reprennent ensuite leur croissance 

d’une manière homologue au témoin. Le  taux de croissance est de 87 % avec un degré 

d’inhibition de 13 %.  

- En présence d’une concentration finale de  0,8  µM d'amphotéricine B, les cellules 

passent par les trois phases de croissance. La phase de latence se prolonge  jusqu’ à     

29 heures et le taux de croissance est de 42 % par rapport à la culture témoin. Le degré 

d’inhibition est de 58 %. 

- L’addition de l’amphotéricine B à une concentration finale de 1 µM, induit un 

prolongement de  la phase de latence. Elle est de 32 heures, le taux  de croissance  est 

de 10 %.  



Troisième chapitre                                                                        Résultats et discussion 

26 
 

- Par contre, aucune croissance n’est observée en présence d’une concentration finale 

d’amphotéricine B égale à 1,2 µM. Il est important de signaler que pour ces deux 

concentrations les levures sont incapables de croitre après leur transfert sur milieu solide. 

La concentration minimale fongicide )CMF) de l’amphotéricine B préparée dans le DMSO 

vis-à-vis de Candida albicans ATCC10231 est de 1,2 µM.  
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Figure N° 6: Effet des concentrations finales croissantes d’amphotéricine B préparée    

à 10-4 M dans le DMSO sur la croissance de Candida albicans ATCC10231. 

La croissance est menée sur Sabouraud liquide à 30°C.   

La concentration cellulaire de départ est fixée à 2.106 cellules/mL. 
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1.2. Solution mère d'amphotéricine B préparée dans le DMF 

L’amphotéricine B est préparée en extemporané dans le DMF à une concentration           

de 10-4 M. L'antifongique est utilisé à des concentrations finales de 0,4 - 0,8 - 1  et 1,2 µM. 

La concentration cellulaire de départ est fixée à 2.106 cellules/mL. La croissance des 

levures est suivie par dénombrement sur cellule de Thoma. 

Les levures sont incubées à  30°C sous agitation continue à 130 tours/minutes pendant     

40 heures. 

Le DMF seul  est incorporé dans le milieu à une concentration finale de 1,2  % (v/v). Cette 

concentration n’a aucun effet sur la croissance des cellules de Candida albicans  

ATCC10231. 

Les résultats obtenus sont regroupés sur la figure N° 7 : 

Nous remarquons que: 

- En présence d’amphotéricine B à une concentration finale de 0,4 μM, la phase de 

latence se prolonge jusqu'à  24 heures de la  culture, les cellules reprennent ensuite leur 

croissance d’une manière comparable au témoin (cellules incubées en l’absence 

d’amphotéricine B). Le  taux  de croissance est de  91,5 %. Le degré d’inhibition est 

estimé  à 8,5 %.  

- En présence d’une concentration finale de  0,8 µM d'amphotéricine B, la phase de 

latence est de 27 heures avec un taux de croissance maximum de  50 %.  

- Aucune croissance n’est observée pour des concentrations finales en amphotéricine B 

supérieures ou égale à 1 µM. Les cellules sont viables et non cultivables. 1 µM correspond 

à la concentration minimale fongicide de l’amphotéricine B préparée dans le DMF vis-à-vis 

de Candida albicans ATCC10231. 
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Figure N° 7: Effet des concentrations finales croissantes d’amphotéricine B préparée 

à 10-4 M dans le DMF sur la croissance de Candida albicans ATCC10231. 

La croissance est menée sur Sabouraud liquide à 30°C. 

La concentration cellulaire de départ est fixée à 2.106 cellules/mL 
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2. Effet de la nature du solvant sur la toxicité de l’amphotéricine B vis-à-vis     

des globules rouges humains 

2.1. Solution mère d'amphotéricine B préparée dans le DMSO 

L’amphotéricine B est préparée en extemporané dans le DMSO à une concentration mère       

de 10-4 M et utilisée à une concentration finale de 10 µM. 

La figure N° 8 représente les résultats relatifs à l’effet de l’amphotéricine B sur la fuite     

de l’hémoglobine intracellulaire chez le globule rouge humain )le temps d’incubation             

est de 120min).  

- La courbe (a) représente le  témoin sans aucune addition. Nous n’observons aucune 

fuite d’hémoglobine durant les 120 minutes d’incubation. 

- La courbe (b) représente  l’effet  du DMSO seul. Il faut signaler que le volume                  

de DMSO incorporé est équivalent à celui utilisé en présence d’amphotéricine B.                   

Nous remarquons que les globules rouges perdent  79 % de leur hémoglobine après 

seulement 5 minutes d’incubation. Ce taux atteint 85 % après 120 minutes d’incubation      

à 37°C sous agitation continue 

- La courbe (c) représente la fuite de l’hémoglobine  en présence d’amphotéricine B           

à 10 μM. Les érythrocytes perdent près de 79 % de leur hémoglobine après                            

5 minutes d’incubation. Au bout de 120 minutes d’incubation, ils se vident complètement 

de leur hémoglobine (97 % de fuite).  
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Figure N° 8 : Effet de la solution mère d’amphotéricine B préparée à 10-4 M dans             

du DMSO sur la fuite de l’hémoglobine intracellulaire chez les globules rouges 

humains. 

La concentration finale  d’amphotéricine B   est de  10 µM.  
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2.2. Solution mère d'amphotéricine B préparée dans le DMF 

Les résultats de l’effet de l’amphotéricine B sur la fuite de l’hémoglobine chez les globules 

rouges humains sont regroupés sur la figure N° 9. 

L’amphotéricine B est préparée en extemporané dans le DMF à une concentration mère           

de 10-4 M et utilisée à une concentration finale de 10 µM. 

Nous constatons que : 

- La courbe (a) représente le témoin sans aucune addition. Aucune lyse n’est observée 

jusqu’à 120 minutes d’incubation à 37°C sous agitation continue. 

- La courbe (b) représente l’effet du DMF seul à un volume équivalent à celui ajouté en 

présence d’amphotéricine B. Nous observons que les globules rouges perdent 8,5 % 

d’hémoglobine après 5 minutes d’incubation. Ce taux atteint un maximum  de 76 %          

au bout de 60 minutes. Ce dernier reste constant jusqu’à 120 minutes d’incubation.  

- La courbe (c) représente l’effet de l’amphotéricine B à 10 μM. Les globules rouges  

perdent près de 83 % de leur hémoglobine après seulement 5 minutes d’incubation.                

Ce taux d’hémolyse se stabilise  autour de 95 % à partir de 30ème minute d’incubation. 
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Figure N° 9 : Effet de la solution mère d’amphotéricine B préparée à 10-4 M dans le  

DMF sur la fuite de l’hémoglobine intracellulaire chez les globules rouges humains.  

La concentration finale d’amphotéricine B est de  10 µM. 
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Il ressort de cette partie de l’étude que :  

- Quelque soit le solvant utilisé pour la préparation de la solution mère 

d’amphotéricine B, les levures reprennent leur croissance à partir d’une 

concentration équivalente à 0,4 µM si le temps d’incubation est prolongé au delà     

de 24heures. Nous parlons de phénomène de dormance des levures en présence 

d’amphotéricine B. La concentration de 0,4 µM correspond à la concentration 

minimale inhibitrice (CMI) de cet antifongique vis-à-vis de Candida albicans       

ATCC10231. Ces résultats sont en accord avec ceux de Boucherit Z. et coll., 

2007. 

- Le taux de croissance est inversement proportionnel à  la concentration finale 

d’amphotéricine B additionnée au milieu de culture. Il est estimé à 87 %, 42 %         

et 10 % pour des concentrations finales respectives de l’amphotéricine B préparée 

dans le DMSO de 0,4 - 0,8 et 1 µM. En revanche, pour l’amphotéricine B préparée 

dans le DMF, le taux de croissance est de 8,5 % pour 0,4 µM et 50 % pour 0,8 µM.  

- La CMF de l’amphotéricine B vis-à-vis de Candida albicans ATCC10231              

est de 1,2 µM pour le DMSO et 1 µM pour le DMF.          

- Pour les tests de cytotoxicité, il est important de signaler que le DMSO et DMF 

seuls, sont très toxiques vis-à-vis du globule rouge humain. En effet, les cellules 

perdent 85 % de leur hémoglobine intracellulaire pour le DMSO et 76 % pour            

le DMF.  

- En présence d’amphotéricine B à une concentration finale de 10 µM solubilisé     

dans le DMSO ou  le DMF, les cellules se vident complètement de leurs contenus                    

en hémoglobine.  
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B-  Effet du pH 5,4 sur la toxicité sélective de l’amphotéricine B 

1. Effet du pH 5,4 sur l’efficacité de l’amphotéricine B vis-à-vis de Candida 

albicans ATCC10231 

Les résultats de la première partie de ce travail ont révélé que l’amphotéricine B préparée 

dans le DMSO ou dans le DMF garde son efficacité vis-à-vis de Candida albicans       

ATCC 10231. Malheureusement elle est très toxique vis-à-vis du globule rouge humain. 

Les travaux de Belkherroubi-Sari L. et ses collaborateurs (2009), ont montré                 

une amélioration de l’index thérapeutique de cette drogue à pH 5,4. C’est pourquoi,            

il nous a paru judicieux d’étudier l’effet simultané de ces deux paramètres (nature             

du solvant et pH) sur  le  phénomène de dormance  et la toxicité sélective de cet 

antifongique.   

1.1. Solution stock d'amphotéricine B préparée dans le DMSO 

A partir d’une solution stock d’amphotéricine B, préparée en extemporané dans le DMSO 

à une concentration de 10-3 M, nous avons préparé la solution mère d’antifongique             

à  10-4 M dans le tampon acétate de sodium/ acide acétique pH 5,4, 100 mM. 

L’antifongique est utilisé à des concentrations finales de 0,4 - 0,8 - 1 et 1,2 µM.                 

La concentration cellulaire de départ étant fixée à  2.106 cellules/mL. 

La croissance des levures est suivie par dénombrement sur cellule de Thoma.               

Les levures sont incubées à  30°C sous agitation continue à 130 tours/minutes pendant    

40 heures. 

Le test d’innocuité montre que  l'addition de 1,2 mL d’une solution de 1/10 (v/v)          

(DMSO / Tampon) n’a aucun effet sur la croissance des cellules de Candida albicans 

ATCC10231. 

Les résultats obtenus sont regroupés sur la figure N° 10  

Nous remarquons que: 

- En présence d’amphotéricine B à une concentration finale de 0,4 μM, nous obtenons       

un prolongement de la phase de latence. Cette dernière passe de 3 à 27 heures.        

Après 36 heures d’incubation, le taux de croissance est d’environ 80 % par rapport aux 

cellules témoins incubées sans aucune addition. Cette concentration correspond à la CMI. 

- En présence d’une concentration finale de  0,8 µM d'amphotéricine B, la phase             

de latence se prolonge jusqu’à 32 heures. Le taux de croissance est  30 %. 

-  Pour les deux concentrations précédentes en antifongique (0,4 et 0,8 µM), les levures 

qui ressuscitent sont viables et cultivables. 

- En revanche, aucune croissance n’est observée pour des concentrations finales            

en amphotéricine B supérieures ou  égales à 1 µM. Les cellules sont incapables  de croitre 

sur milieu solide. Il s’agit de la CMF. 
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Figure N° 10: Effet des concentrations finales croissantes d’amphotéricine B préparée 

dans le DMSO puis diluée dans le tampon acétate de sodium/acide acétique pH 5,4, 

100 mM, à 10-4M  sur la croissance de Candida albicans ATCC10231. 

     La croissance est menée sur Sabouraud liquide à 30°C.  

     La concentration cellulaire de départ est fixée à  2.106 cellules/mL. 
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1.2. Solution stock d'amphotéricine B préparée dans le DMF 

Pour ces expériences, la solution stock d’amphotéricine B est préparée en extemporané 

dans le DMF à une concentration de 10-3 M  puis  diluée et ajustée à 10-4M dans le tampon 

acétate de sodium/ acide acétique à  pH 5,4, 100 mM. L'antifongique est utilisé                     

à des concentrations finales de 0,4 - 0,8 - 1 et 1,2 µM. La concentration cellulaire             

de départ étant fixée à  2.106 cellules/mL. 

La solution qui a servie pour la préparation de la solution mère d’antifongique 

(DMF/tampon) n’a aucun effet sur la croissance des cellules de Candida albicans 

ATCC10231. 

La figure N° 11 regroupe les résultats relatifs à cette partie de l’étude. 

Nous remarquons que: 

- Pour 0,4 μM d’amphotéricine B, la phase de latence se prolonge jusqu’à 24 heures par 

rapport à la culture témoin. Le taux de croissance est d’environ 82 %.                                  

Cette concentration correspond à la CMI de cette drogue vis-à-vis de la souche     

Candida albicans ATCC10231.  

- A 0,8 µM d'amphotéricine B, la phase de latence est de 29 heures.                                  

Le taux de croissance est d’environ 30 %. 

- Aucune croissance n’est observée ni en milieu liquide ni après le transfert                                

des levures sur milieu solide en présence de concentrations finales supérieures                        

ou égales à 1 µM d'amphotéricine B. Cette concentration représente la CMF                                   

de  cet antifongique vis-à-vis de la souche Candida albicans ATCC10231.  
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Figure N° 11: Effet des concentrations finales croissantes d’amphotéricine B préparée  

à 10-3M dans le DMF puis diluée dans le tampon acétate  de sodium/acide acétique   

pH 5,4, 100 mM, à 10-4M  sur la croissance de Candida albicans ATCC10231.  

La croissance est menée sur Sabouraud liquide à 30°C. 

La concentration cellulaire de départ est fixée à 2.106 cellules/mL. 
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2. Effet du solvant et du pH 5,4 sur  la toxicité de l’amphotéricine B vis-à-vis                    

des globules rouges humains 

2.1. Solution stock d'amphotéricine B préparée dans le  DMSO 

L’amphotéricine B est préparée  selon le même protocole expérimental utilisé pour          

les tests d’efficacité. La concentration finale est de 10 µM.  

Les résultats sont regroupés sur la figure N° 12.   

-  Les courbes (a) et (b) représentent respectivement le témoin sans aucune addition          

d’amphotéricine B et la courbe du test d’innocuité du solvant. Nous n’observons aucune 

lyse des globules rouges  pendant les 120 minutes d’incubation. 

- La courbe )c) représente l’effet de la solution d’amphotéricine B à 10 μM.                               

Les globules rouges perdent près de 4 % de leur hémoglobine après 5 minutes 

d’incubation. Ce taux augmente rapidement pour atteindre 71 % après 15 minutes 

d’incubation et se stabilise  autour de 87 % à partir de  la 60éme minute d’incubation. 
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Figure N°12 : Effet de la solution mère d’amphotéricine B préparée à 10-4 M           

dans le tampon acétate de sodium /acide acétique pH 5,4, 100 mM sur la fuite de 

l’hémoglobine intracellulaire chez les globules rouges humains.  

La concentration finale d’amphotéricine B est de  10 µM. 
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2.2. Solution stock d'amphotéricine B préparée dans le DMF 

Les résultats relatifs à l’effet de la solution stock de l’amphotéricine B  préparée  dans 

le DMF à une concentration de 10-3 M puis diluée à  10-4M  dans le tampon acétate de 

sodium / acide acétique pH 5,4, 100 mM sur la lyse des érythrocytes sont rassemblés 

sur la figure N°13. 

La concentration finale de l’antifongique est de 10 µM. 

Nous remarquons que :  

- Les courbes (a) et (b) représentent respectivement le témoin (cellules incubées         

en l’absence d’antifongique) et  les cellules incubées en présence d’une solution         

de 1/10 (v/v) de DMF dans le tampon (innocuité du solvant). Aucune lyse de cellules 

n’est observée jusqu’à 120 minutes d’incubation à 37°C. 

- La courbe (c) représente l’effet de la solution d’amphotéricine B à 10 μM. La fuite         

de l’hémoglobine intracellulaire passe de  10 % après 5 minutes d’incubation à 62 % 

après 15 minutes d’incubation. Ce taux reste inchangé jusqu’à 120 minutes 

d’incubation.  
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Figure N°13 : Effet de la solution mère d’amphotéricine B préparée à 10-4 M                 

dans le tampon acétate de sodium /acide acétique pH 5,4, 100 mM sur la fuite de 

l’hémoglobine chez les globules rouges.  

    La concentration finale d’amphotéricine B est de  10 µM. 
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A partir de ces résultats, nous pouvons conclure que :  

- L’utilisation du tampon acétate de sodium/acide acétique pH 5,4, 100 mM, n’induit 

aucune modification du pH des solutions réactionnelles (le milieu Sabouraud liquide pour 

les levures et le PBS pour les globules rouges). 

- Pour une concentration finale en antifongique égale à 0,4 µM, les cellules reprennent leur 

croissance si le temps d’incubation est prolongé au delà de 24 heures.                          

C’est le phénomène de dormance des cellules. 

- Le phénomène de dormance est observé pour des concentrations de 0,4 et 0,8 µM        

ce qui nous laisse supposer que certaines levures sont capables de rétablir les dommages 

exercés par cette drogue. En effet, González-Párraga P. et coll. (2011), ont observé    

une activation remarquable de la réponse enzymatique anti-oxydative par activation        

de la catalase et de la glutathion réductase chez des cellules de Candida albicans 

exposées à 0,5 et 5 µM d’amphotéricine B. Ils ont montré aussi que l’augmentation          

de la concentration finale induit une  diminution du pourcentage de cellules viables. 

- 0,4 µM d’amphotéricine B est la plus faible concentration qui permet le ressuscitement 

des cellules. Il s’agit de la CMI. 

- Quelque soit la formulation utilisée pour la préparation de la solution mère d’antifongique, 

la CMI est de 0,4 µM et la CMF est de 1 µM.   

- De plus, pour 0,4 µM, l’efficacité de l’amphotéricine B vis-à-vis des levures           

Candida albicans ATCC10231 est augmentée respectivement de 7 % et de 10 % pour des 

solutions mères préparées dans le tampon acétate /acide acétique pH 5,4, 100 mM par 

rapport aux solutions dissoutes dans le DMSO et le DMF. Ces résultats sont en accord 

avec ceux de Belkherroubi-Sari L. et coll. (2009)  qui ont montré que l’amphotéricine B 

préparée dans le tampon acétate/acide acétique pH 5,4, 100 mM se reparti principalement 

sous forme  d’agrégats solubles et insolubles (toxique). 

- Il est intéressant de noter que dans ces conditions expérimentales, une diminution           

de la toxicité de cet antifongique vis-à-vis des globules rouges humains est observée.           

En effet, la préparation de la solution mère d’antifongique dans le tampon acétate           

de sodium /acide acétique pH 5,4, 100 mM, réduit sa toxicité de 10 % pour le DMSO et      

de 30 % environ pour le DMF.  

Cette protection des cellules animales est probablement liée à la diminution de la 

concentration finale du solvant organique.  
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C-  Effet du pH 5,4 et du préchauffage de la solution antifongique sur la toxicité 

sélective de l’amphotéricine B 

1. Effet du pH 5,4 et du préchauffage 20 minutes à 70°C sur l’efficacité de 

l’amphotéricine B vis-à-vis de Candida albicans ATCC10231 

1.1. Solution stock d'amphotéricine B préparée dans le DMSO   

A partir d’une solution stock d’amphotéricine B préparée dans le DMSO à une 

concentration de 10-3M, nous avons préparé la solution mère d’antifongique par dilution à 

10-4 M dans le  tampon acétate de sodium/ acide acétique pH 5,4, 100 mM. La solution 

mère est ensuite  préchauffée pendant 20 minutes à 70°C.  

Les concentrations finales en antifongiques sont fixées à 0,4 - 0,8 - 1 et 1,2 µM.                         

La concentration cellulaire de départ étant fixée à  2.106 cellules/mL. La croissance des 

levures est mesurée par dénombrement sur cellule de Thoma. 

Les levures sont incubées à  30°C sous agitation continue à 130 tours/minutes pendant  

40 heures. 

Les résultats obtenus sont regroupés sur la figure N° 14. 

 Nous remarquons que : 

- En présence de 0,4 μM d’amphotéricine B, la phase de latence se prolonge jusqu’à      

31heures. Le taux de croissance est d’environ 69,2 % par rapport à la culture témoin 

après 39 heures d’incubation. Le préchauffage de la solution mère augmente son 

efficacité d’environ 10 %. Il s’agit de la CMI. 

- En présence d’une concentration finale de 0,8  µM d'amphotéricine B, la phase de 

latence est de 34 heures et le taux de croissance est de 28,5 %, par rapport au témoin.    

A cette concentration, l’amélioration de l’efficacité de cette drogue n’est  que  de 2 % par 

rapport à la solution mère non préchauffée (figure N°10). Les levures transférées sur 

milieu solide sont capables de former  des colonies. 

- Pour des concentrations finales d’AmB de 1 µM ou de 1,2 µM, aucune croissance           

n’est observée. Les cellules ne sont ni viables ni cultivables. 1 µM d’amphotéricine B finale 

représente la CMF.  
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Figure N° 14: Effet des concentrations finales croissantes d’amphotéricine B préparée 

dans le DMSO puis diluée dans le tampon acétate de sodium/acide acétique  pH 5,4, 

100 mM à 10-4µM et préchauffée 20 minutes à 70°C sur la croissance de Candida 

albicans ATCC10231. 

La croissance est menée sur Sabouraud liquide à 30°C.  

La concentration cellulaire de départ est fixée à 2.106 cellules/mL. 
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1.2. Solution stock d'amphotéricine B préparée dans le DMF 

L’amphotéricine B est préparée en extemporané dans le DMF à une concentration           

de 10-3 M  puis  diluée et ajustée à 10-4M dans le tampon (acétate de sodium/ acide 

acétique pH 5,4, 100 mM et préchauffée pendant 20 minutes à 70°C. L'antifongique est 

utilisé à des concentrations finales de 0,4 - 0,8 - 1 et 1,2 µM. La concentration cellulaire de 

départ étant fixée à  2.106 cellules/mL. 

Les résultats obtenus sont regroupés sur la figure N° 15 : 

Nous remarquons que: 

- En présence d’amphotéricine B à une concentration finale de 0,4 μM,  un prolongement 

de la phase de latence est observé.  Elle est de 28 heures. Les cellules reprennent ensuite 

leur croissance est atteignent un taux maximum  de 78,5 %. 

- En présence d’une concentration finale de  0,8 µM d'amphotéricine B, la phase de 

latence est de 33 heures et le taux de croissance est de 28 %. 

Pour ces deux concentrations, les levures sont capables de former  des colonies après 

leur transfert sur milieu solide. Elles sont donc viables et cultivables. 

- Une amélioration respective de l’efficacité de 4 % et de 2 % est obtenue pour 0,4 µM        

et 0,8 µM d’amphotéricine B par rapport aux solutions non préchauffées. 

- En revanche, la présence d’une concentration finale de 1 µM ou de 1,2 µM 

d'amphotéricine B, provoque une inhibition totale de la croissance. Le taux croissance 

reste nulle même si le temps d’incubation est prolongé jusqu’à 40 heures.  

Le préchauffage des solutions mères n’améliore pas l’efficacité de l’amphotéricine B       

vis-à-vis des cellules de Candida albicans ATCC10231 
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Figure N° 15: Effet des concentrations finales croissantes d’amphotéricine B préparée 

dans le DMF puis diluée dans le tampon acétate de sodium/acide acétique  pH 5,4, 

100 mM à 10-4 µM et préchauffée 20 minutes à 70°C sur la croissance de           

Candida albicans ATCC10231.  

La croissance est menée sur Sabouraud liquide à 30°C.   

La concentration cellulaire de départ est fixée à 2.106 cellules/mL. 
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2. Effet du pH 5,4 et du préchauffage 20 minutes à 70°C sur la toxicité                 

de l’amphotéricine B vis-à-vis des globules rouges humains 

2.1. Solution stock d'amphotéricine B préparée dans le DMSO 

L’amphotéricine B est préparée en extemporané dans le DMSO à une concentration de  

10-3 M. Elle est ensuite diluée à10-4 M  dans le tampon acétate de sodium/ acide acétique 

pH 5,4, 100 mM, préchauffée pendant 20 minutes à 70°C et utilisée à une concentration 

finale de 10 µM. 

La figure N° 16  représente l’effet de l’amphotéricine B sur la fuite de l’hémoglobine des 

globules rouges humains. 

- Les courbes (a) et (b) représentent respectivement, le  témoin sans  aucune addition et  

l’effet  de l’ajout du DMSO/ tampon 1/10 (v/v)  préchauffée  à 20 minutes  à 70°C  à un 

volume équivalent à celui utilisé en présence d’amphotéricine B. Nous n’observons 

aucune lyse pendant toute la durée de l’expérimentation )120 minutes).  

- La courbe )c) représente l’effet de la solution d’amphotéricine B à 10 μM. La fuite de 

l’hémoglobine est de 4,5 % après 10 minutes d’incubation  et de 12,6 %  après 15 minutes 

d’incubation. Au bout de la 120ème minute, ce taux reste constant et est égale à 17 %.  
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Figure N°16 : Effet de la solution mère d’amphotéricine B préparée à 10-4 M dans le 

tampon acétate de sodium /acide acétique pH 5,4, 100 mM et préchauffée 20 minutes à 

70°C, sur la perte de l’hémoglobine chez  les globules rouges. 

La concentration finale d’amphotéricine B est de 10 µM. 

La solution stock d’amphotéricine B est préparée dans le DMSO à 10-3 M. 
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2.2. Solution stock d'amphotéricine B préparée dans le DMF 

L’amphotéricine B est préparée en extemporané dans le DMF à une concentration de      

10-3 M. Elle est ensuite diluée à 10-4 M  dans le tampon acétate de sodium/ acide acétique 

pH 5,4, 100 mM, préchauffée 20 minutes à 70°C et utilisée à une concentration finale      

de 10 µM. 

La figure N° 17  représente l’effet de l’amphotéricine B, sur   la perte de l’hémoglobine par 

le globule rouge humain )le temps d’incubation est de 120 minutes). 

- Les courbes (a) et (b) représentent respectivement, le témoin sans aucune addition        

et l’effet  de l’addition du DMF/tampon 1/10 (v/v)  préchauffée  pendant 20 minutes à 70°C 

à un volume  équivalent à celui utilisé en présence d’amphotéricine B. Aucune lyse des 

cellules n’est observée jusqu'à la fin de l’expérimentation (120 minutes). 

 - La courbe )c) représente l’effet de la solution d’amphotéricine B à 10 μM. Les globules 

rouges perdent 6 % de leur hémoglobine après 15 minutes d’incubation. Ce taux se 

stabilise à 13 % au bout de la 60ème  et reste inchangé jusqu’à la fin de l’expérience. 
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Figure N°17 : Effet de la solution mère d’amphotéricine B préparée à 10-4 M dans            

le tampon acétate de sodium /acide acétique pH 5,4, 100 mM et préchauffée 

pendant 20  minutes à 70°C, sur la perte de l’hémoglobine chez les globules rouges. 

 La concentration finale d’amphotéricine B est de  10 µM. 

La solution stock d’amphotéricine B est préparée dans le DMF à 10-3 M. 
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Sur la base de ces résultats, nous pouvons dire que: 

- A une concentration finale de 0,4 µM, le préchauffage de la solution mère   

d’amphotéricine B provenant d’une solution stock préparée dans le DMSO, améliore son 

efficacité d’environ 10 %.  Aucune amélioration de l’efficacité n’est observée lorsque le 

DMF est utilisé pour la préparation de la solution stock. 

- Quelque soit le solvant utilisé pour la préparation de la solution stock d’amphotéricine B 

(DMSO, DMF), la CMI et la CMF de cet antifongique vis-à-vis des cellules Candida 

albicans ATCC10231 restent inchangées.  

- En revanche, une nette diminution de la cytotoxicité de l’amphotéricine B est obtenue par 

rapport aux formulations non préchauffées. Elle est de 60 % pour le DMSO et 50 % pour 

le DMF.  

- Les résultats que nous avons obtenus vont dans le même sens que ceux de Johnson B. 

et coll. (1978) ainsi que ceux de  Kerridge D. (1986) qui ont montré que l’activité de 

l’amphotéricine B est modulée par le pH du milieu. De plus, en 1997, les travaux de 

Gaboriau et coll., ont révélé que la formation de superagrégats par le préchauffage 

entraine une réduction de la toxicité vis-à-vis des cellules animales aussi bien in vitro  

qu’in vivo sans perte notable de l’efficacité de l’antifongique.  
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Le but de cette étude est de déterminer l’effet  combiné de quelques paramètres physico-

chimiques (solvant, pH et température) sur la modulation de la toxicité sélective de 

l’amphotéricine B et de mettre en évidence le phénomène de dormance des levures de 

Candida albicans ATCC10231 dans ces conditions expérimentales. 

Les résultats que nous avons obtenus montrent que :  

- Quelque soit le solvant (DMSO, DMF) utilisé pour la préparation de la solution mère 

d’amphotéricine B, les levures reprennent leur croissance à partir d’une concentration 

équivalente à 0,4 µM si le temps d’incubation est prolongé au-delà de 24 heures.         

Nous parlons de phénomène de dormance des levures en présence d’amphotéricine B.  

La concentration de 0,4 µM correspond à la concentration minimale inhibitrice (CMI) de cet 

antifongique vis-à-vis de Candida albicans  ATCC10231. Ces résultats sont en accord 

avec ceux de Boucherit Z. et coll., 2007. 

- La CMF de l’amphotéricine B vis-à-vis de Candida albicans ATCC10231 est de 1,2 µM 

pour le DMSO et 1 µM pour le DMF.          

- Pour les tests de cytotoxicité, il est important de signaler que le DMSO et DMF seuls, 

sont très toxiques vis-à-vis du globule rouge humain. En effet, les cellules perdent 85 % de 

leur hémoglobine intracellulaire pour le DMSO et 76 % pour le DMF.  

- Le pH 5,4 ne modifie pas la CMI et la CMF de l’amphotéricine B vis-à-vis de          

Candida albicans ATCC10231 pour les deux solvants ayant servi pour la préparation de la 

solution stock.  

- A 0,4 µM d’amphotéricine B, l’efficacité de cette drogue vis-à-vis des levures         

Candida albicans ATCC10231 est augmentée respectivement de 7 % et de 10 % pour des 

solutions mères préparées dans le tampon acétate /acide acétique pH 5,4, 100 mM par 

rapport aux solutions dissoutes dans le DMSO et le DMF. Ces résultats sont en accord 

avec ceux de Belkherroubi Sari L. (2009) qui a montré que l’amphotéricine B préparée 

dans le tampon acétate/acide acétique pH 5,4, 100 mM se reparti principalement sous 

forme  d’agrégats solubles et insolubles. 

- Dans ces mêmes conditions expérimentales, une diminution de la toxicité de cet 

antifongique vis-à-vis des globules rouges humains est observée. Cette protection des 

cellules animales est probablement liée à la diminution de la concentration finale du 

solvant organique.  

- Le préchauffage de la solution mère d’amphotéricine B provenant d’une solution stock 

préparée dans le DMSO, améliore son efficacité d’environ 10 %.  Aucune amélioration de 

l’efficacité n’est observée lorsque le DMF est utilisé pour la préparation de la solution stock 
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pour une concentration finale en antifongique égale à 0,4 µM. Par ailleurs, la CMI et la 

CMF de cet antifongique vis-à-vis des cellules Candida albicans ATCC10231 restent 

inchangées.  

- En revanche, une nette diminution de la cytotoxicité de l’amphotéricine B est obtenue par 

rapport aux formulations non préchauffées. Elle est de 60 % pour le DMSO et 50 % pour 

le DMF.  

- Les résultats que nous avons obtenus vont dans le même sens que ceux de Johnson B. 

et coll. (1978) ainsi que ceux de  Kerridge D. (1986) qui ont montré que l’activité de 

l’amphotéricine B est modulée par le pH du milieu. De plus, en 1997, les travaux de 

Gaboriau et coll., ont révélé que la formation de superagrégats par le préchauffage 

entraine une réduction de la toxicité vis-à-vis des cellules animales aussi bien in vitro  

qu’in vivo sans perte notable de l’efficacité de l’antifongique.  

Pour compléter cette étude, il serait intéressant de :  

- Tester ces formulations in-vivo (travail en cours)  

- Etudier  l’effet post antifongique de ces formulations.  
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