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I. Introduction

Le développement des infections bactériennes résisitantes, dont les infections
nosocomiales, est un véritable enjeu de santé québlet nécessite la mise au point de
nouvelles thérapies. L’élaboration de nouveaux p@dents et de nouveaux protocoles
d’application nécessitent des travaux importantsedberche innovante et fondamentale, ce
qui requiert du temps et des moyens. Or, a I'heactuelle, aucune nouvelle classe
d’antibiotiques n’est attendue a court terme. DEngjuéte de modalités thérapeutiques
alternatives, les bactériophages pourraient s'aviétéressants et méritent d'étre étudies.
L'objectif est de savoir quelle pourrait étre laqe de cette thérapie dans le traitement des
infections bactériennes humaines ? En d’autrese®rauels sont les intéréts potentiels et les

limites probables de la phagothérapie ?

L’idée d'utiliser les prédateurs naturels des haetéest venue de I'un de ses découvreurs,
Felix d’Hérelle, qui I'a également mise en applicaten médecine humaine. Il a fallu, pour
se faire, mettre au point les préparations phagiqciest a dire isoler un phage dirigé contre
la bactérie pathogéne, le propager, purifier lapgration et contréler son activité. Pour
diverses raisons, la médecine occidentale a délaisdraitement antibactérien au profit des
antibiotiques. En revanche, la phagothérapie ala@tgement exploitée dans I'ex-empire

soviétique.

Les progrés scientifiques ont permis de mettreeteéce les caractéristiques de ces virus.
Ainsi, les structures des phages, leurs cycleségécation, leur écologie et leurs intéréts
environnementaux ont pu étre déterminés. Une @leestsdn des bactériophages a pu étre
établie en prenant en compte différents criteresteClassification est régulierement remise a

jour, en fonction des nouvelles découvertes.

Ces connaissances sont indispensables en vue éamtuelle application thérapeutique des
bactériophages. Les possibilités offertes par gpthérapie ont été largement étudiées par
nstitut de Thérapie Expérimental Ludwik Hirszflel En particulier, l'efficacité des

bactériophages dans le traitement de diversestimfiscbactériennes, l'influence de la voie
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d’administration des phages, l'intérét de l'asstora phages-antibiotiques et les effets
indésirables de la phagothérapie sont analysédSumatients. Les conclusions apportées
sont pour le moins intéressantes. La phagopropleyl@xévention des maladies infectieuses
bactériennes par les bactériophages, suscite égatenm réel intérét. Les domaines

d’application sont nombreux et certains projetembiéja le jour.

Toutefois, certains obstacles doivent encore étemchis pour permettre ['utilisation

thérapeutique des bactériophages. Les principalgiges sont de nature administrative et

industrielle. Elles portent notamment sur le staéigiementaire des phages et les droits de

propriétés intellectuelles. De plus, certains apé&achniques et scientifiques suscitent des
interrogations auxquelles il est nécessaire de ndygo pour développer et optimiser les

techniques. En particulier, I'évolution de la résice bactérienne aux bactériophages et le

réle du systéme immunitaire, qui pourraient impaete limiter I'efficacité des phages en

médecine humaine.
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II. Présentation de la phagothérapie

1. Définition

a. Bactériophage

Le terme « bactériophage » a été créeé et propodedtia d’'Heérelle (Cf. partie Il. 3.a.2), pour
désigner un nouveau virus qu’il avait découveretétait capable selon lui de « manger » les
bactéries (d’aprés sa publication « Princeps » d&)1Le terme est formé des mots grecs
baktéria (baton, a cause de la forme allongée dasi@res bactéries observées) et phagos
(mangeur) ; il signifie donc littéralement « mangdarbactéries ». Toutefois, d’'Hérelle a lui-
méme nuancé quelques années plus tard la sigificdtl mot qu’il avait inventé (en 1921,
dans son premier livre publié « Le bactériophagen role dans I'immunité »). En effet, il
précise que le suffixe « phage » est utilisé nos ¢ens le sens strict de « manger » mais

plutét dans celui de « se développer au dépens de »

Les bactériophages sont des virus et ont ainsiddentlassique de réplication de ces entités
(Cf. partie Ill. 4). Cependant, ils forment un goeuparticulier de virus, car ils n’utilisent que
les constituants des cellules procaryotes bactrgepour se multiplier. La bactérie qui est

infectée par un bactériophage est appelée « batiére ».

Les bactériophages sont donc des virus qui possé@articularité d’infecter les bactéries
(cellules procaryotes) et qui ont pour certaingti eux la capacité de les détruire, tout en
étant inoffensifs pour les cellules humaines, atésat végétales (cellules eucaryotes).

b. Phagothérapie

La phagothérapie est un mot apparu en 1926 danswrage de d’Hérelle « Le bactériophage
et son comportement » construit a partir de « phaget « therapeia » (cure). On peut
toutefois signaler que le terme phagothérapie &t@ipréalablement utilisé dans un tout autre
sens : en 1912, Fernand Boivin l'utilise dans sss¢hen tant que traitement qui modifie la
facon de se nourrir. Bien que supplanté par le dend’Hérelle, on trouve encore quelques

fois 'usage de ce mot avec cette acceptation.
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La phagothérapie est l'utilisation de bactérioplsa@arfois simplement appelés phages) dans
le but de traiter et de guérir des infections bémtées. La phagothérapie est donc un
traitement spécifigue de maladies bactériennesigmphages. Elle met a profit les propriétés

destructrices, lytiques et spécifiques de tel bpheage vis a vis d’'une bactérie infectante.

Formellement, il serait plus exact d'utiliser lenie de « bactériophagothérapie ». Bien

gu’existant, ce terme reste néanmoins trés peséitiu fait de sa longueur.

Enfin, dans certains écrits en frangais I'expressitimérapie phagique » (a I'instar de « phage

therapy » des Anglo-saxons) peut étre employéeearet place de phagothérapie.

c. Phagoprophylaxie

Le mot phagoprophylaxie est formé par le préfixecgx pro » (qui peut signifier avant,
devant mais aussi favorable &, pour ou a la playetdoar le suffixe « phulaxis » (protection).
La prophylaxie désigne toute méthode destinée &geo un individu, ou une collectivite,
d’'une maladie. La phagoprophylaxie est donc, patogie a I'antibioprophylaxie (qui était
egalement qualifiée d’antibiothérapie de « couvertrl’utilisation des bactériophages pour

prévenir les maladies bactériennes.

2. Place des virus dans le monde vivant

a. Les bactériophages sont-ils des étres vivants ?

Les bactériophages en tant que virus pouvaientcétsidérés, selon le point de vue adopté,
comme des agrégats de substances chimiques, exgeglement complexes mais inertes, ou
comme des microorganismes vivants extrémement egnpléfinir les bactériophages comme
de la matiere vivante ou non vivante a longtempsséjet a controverse. C’est probablement
ce qui a pousse le biologiste francais André Lwb#02-1994), en 1953, a définir « un virus

est un virus ».

Actuellement, il est établi que les virus, et ddes bactériophages, sont des entités

infectieuses non vivantes, qui ne devraient pasdinsidérées comme des microorganismes.
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Les bactériophages sont définis par un ensembjeageiétés particuliéres, fonctionnelles et
structurales. Ce sont des entités (ou objets biqpleg particulaires) subcellulaires douées de
continuité génétique par réplication de leur matégénétique. Par contre, il N’y a pas de
scissiparité comme chez les cellules procaryotesjenimitose comme chez les cellules
eucaryotes. Le biologiste francais Francois Jach®2@-2013) insiste aussi sur cette
caractéristique des virus : « placés en suspemisioa un milieu de culture, ils ne peuvent ni
métaboliser, ni produire ou utiliser de I'énergi¢ croitre, ni se multiplier, toutes fonctions
communes aux étres vivants » (extrait de «Qu’esitze la vie », conférence donnée fé 1
janvier 2000 dans le cadre de «L’'université de tlasssavoirs »). La multiplication des
bactériophages dépend obligatoirement des celuesmtes procaryotes : ce sont donc des
parasites intracellulaires obligatoires. Les bagpérages détournent le métabolisme cellulaire
a leur profit et perturbent I'information génétigdes cellules infectées. Ce sont des agents
infectieux, capables de diffuser de cellules erdulsd, tout en se multipliant chez un

organisme hote.

A la différence des bactéries, ils ne se multigglipas sur des milieux inertes de type
bactériologique (comme la gélose). Leur isolemesspanécessairement par I'inoculation a
un systéme biologique vivant que l'on dit permisaffn d’assurer leur réplication. La
permissivité d’'un systeme biologique dépend de ésgmce des récepteurs spécifiques et de
cofacteurs cellulaires, capables d'aider I'exp@ssilu génome viral et la fabrication de
particules virales (au contraire des systemes mwmigsifs qui, apres pénétration du virus,
sont incapables d’assurer entierement le progracesesynthéses virales : on parle alors de

cycle abortif).

Enfin, les bactériophages ont une grande capagipdutdre, avec un taux tres élevé de

mutation de leur matériel génétique et de réassenti de génes.

b. Classification des virus dans le monde vivant

La classification des virus n’est pas aujourd’miégrée a celle reliant les trois domaines des
étres vivants. En effet, contrairement aux Archd&=s;téries et Eucaryotes qui descendent
d’'un ancétre commun (figure 1), I'origine des vireste énigmatique et sujet a controverse. Il
semblerait méme qu’elle puisse étre polyphylétifiuetaxon polyphylétique étant un taxon

défini par une ressemblance qui n’a pas été hatitéeancétre commun).
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Cependant, la découverte du Mimivirus relance leatiéEn effet, ce virus présente 7 génes
communs aux Archées, aux Bactéries et aux Eucaybtdevient alors possible de réaliser
un arbre phylogénétique des étres vivants incllegahtimivirus et donc I'ensemble des virus.

Le Mimivirus apparaitrait alors sur une quatriemaniche proche de I'origine des Eucaryotes

et distincte des Archées, des Bactéries et desrytea.

Figure 1 : Arbre phylogénétigue hypothétique du deowivant
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Microsporides
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Source : « Towards a natural system of organisRm®posal for the domain Archaea, Bacteria and
Eucarya » extrait des Comptes rendus de I'Acadé@miéricaine des sciences, volume 87 N°f2, 1
juin 1990, Carl Woese et al.

L'arbre phylogénétique est un arbre schématique ngointre les relations de parentés entre des
groupes d’étres vivants. Chacun des nceuds ded’agprésente I'ancétre commun de ses descendants.
Le nom gu'il porte est celui du clade formé de$édénts groupes fréres qui le composent. L'arbte es
basé sur des séquences de I'’ARN ribosomique 168orkre I'histoire évolutive des trois domaines
du vivant : en rouge les Archées, en marron lesiyotes, en bleu les Bactéries. On constate que les
virus ne sont pas reliés aux trois domaines des &ivants.

De plus, on ne connait pas les liens polyphylésgeatre les différentes familles de
bactériophages. Au sein d’'un groupe réunissantitas ayant une méme symétrie de capside,
il est probable que les virus aient plusieurs aggiet que ce trait phénotypique ne soit qu’une

convergence.
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Un arbre protéomique des bactériophages (arbredradre partir de 'ensemble des protéines
constituant les différents organismes) a été comgr partir des génomes complets de 105
virus, soit 3981 protéines potentielles (figure R)semblerait que I'ajout de nouveaux
génomes ne modifie pas la répartition des groupegrds mise en place par I'International
Commitee on Taxonomy of Viruses (ICTV) (Cf partie ). Cependant, pres de 20% de ces
nouveaux génomes ne correspondent pas a un bragehdéja connu, ce qui laisse penser

gu'’il reste de nombreuses familles virales a cérassr.

Figure 2 :_Arbre protéomique reliant les bactéramps
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Source : « The phage proteomic tree : a genomadltagenomy for phages » extrait du Journal of
Bacteriology, volume 184 N°16 4529-4535, Robert Bdis et Forest Rohwer, 2002.

L'arbre protéomique des phages est basé sur lésusiés de la séquence génomique complete de 105
phages. Il place ainsi les phages étudiés a cotéude parents les plus proches. De plus, les jghage
sont placés dans des taxons, ce qui permet derg@réldsieurs aspects de la biologie phagique et de
déterminer des marquerus génétiques qui peuventuétisés pour le monitoring de la biodiversité
phagique.
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3. Historique de la phagothérapie : de la découverte a nos jours

a. Découverte des bactériophages
a.1 Premieres observations
La découverte des bactériophages a été précédéertaines observations.

En 1896, le bactériologiste anglais Ernest Hanbidapkin s’est employé a énumérer le
nombre d’unités de bactérigbrio cholerae par millimétre cube d’eau (min prélevée dans

le Gange en Inde. Pour se faire, des échantillom®t@ prélevés en deux points distincts :
'un a I'entrée et l'autre a la sortie de la villikAgra. Il a pu constater une exceptionnelle
diminution du nombre d'unités débrio cholerae: 100 000 unités par mihw’eau dans les
échantillons prélevés & I'entrée de la ville con@@ unités par mihdeau dans les
échantillons prélevés a la sortie de la ville. €égpuration naturelle du Gange n’a pas pu étre

expliquée a I'époque. Elle fut qualifiée de « ph@aae d’Hankin » (figure 3).

D’autres observations similaires ont été décrites ahifférentes régions du monde.

Ainsi, a la fin du 19siécle (1898) Nikolay Fyodorovich Gamaleya (méndesti scientifique
ukrainien membre, plus tard, de '’Académie d’'UR@S)ublié un article dans le « Russian
Archives of the Pathological and clinical Medicim@ans lequel il a décrit I'obtention d’'une
eau distillée au sein de laquelle le bacille durlobia, la bactéridBacillus anthracis, a été
lysée. Cette préparation était ensuite capablgs b’autres colonies dgacillus anthracis.

Il a attribué ce phénoméne a l'action de fermemtszymes). Bien qu’il soit impossible
d’affirmer avec certitude qu'il s'agisse effectivent d’'une bactériolyse phagique, les Russes

ont I'habitude d’associer leur savant a la décaaveéu bactériophage.
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Figure 3 :_Premiere publication décrivant une olawn indirecte d’'un bactériophage

LACTION BACTERICIDE DEN EXEN DE LV JEMNY BT B 6 A&

SUR LE MICROBE DU CHOLERA

Source : « L'action bactéricide des eaux de la dusindu Gange sur le vibrion du choléra » extrait
des Annales de I'Institut Pasteur, volume 10 (523)}5Ernest Hanbery Hankin, 1896.

Dans cet article, l'auteur décrit une activité batitérienne, d'origine inconnue, dans les fleuues d

Gange et de la Jumna en Inde. Il suspecte alorceyénomene limite la propagation diffuse du
Choléra. Son travail sera reconnu plus tard comaigalit partie des premiéres observations de
I'activité des bactériophages.

Des années plus tard (1906-1909), au cours d'uragmyau Mexique, Felix d’'Hérelle a
rencontré un entomologiste qui a attiré son atergur une violente épidémie qui touchait les
sauterelles. A partir de celles-ci, Felix d’'Héredlasolé la bactéri&nterobacter aerogenes

(Coccobaccilus aeridiorum).

Felix d’'Hérelle a conduit ensuite une série d’eigr@es, en Tunisie puis en Guyane, avec
lintention d’isoler un agent infectieux qui perrrait de lutter contre les invasions de
sauterelles. Au cours de ces expériences, il dopareer I'apparition de « taches vierges » ou
« plages claires » (qui sont des zones de lyssgiude la croissance bactérienne. Il présuma
gue ces «taches » étaient dues a un virus, cait,seelon lui, a I'origine des épidémies au
sein de la population de sauterelles. Il a isokrigs en question et a tenté de I'utiliser contre
les sauterelles, sans aucun succés. Par la duéeuytilisé de nouveau la bactérie hoéte,
Enterobacter aerogenes, pour lutter contre les invasions de sauterel&m)s prendre
davantage en considération les « taches viergbserées.
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a.2 Découverte des bactériophages

Il est aujourd’hui admis que la découverte du bampdage appartient conjointement a deux
microbiologistes : I'un anglais, Frederick Twort {B) et l'autre franco-canadien, Felix
d’'Hérelle (1917). Cette découverte est le fruit bkdervationsin vitro de phénoménes

inhabituels que I'on a cherché a expliquer.

L’histoire prend un nouveau tournant suite a l&@eti« La lyse bactérienne transmissible » de
Frederick Twort publié dans le journal anglais € Téncet » en 1915. Il s’agit en réalité de la
toute premiére publication sur les bactériophaBesms cet article, Frederick Twort a décrit
une colonie de staphylocoques partiellement détmti, une fois filtrée et ensemencée sur
d’autres colonies de différents staphylocoques progcsystématiquement une zone de lyse
bactérienne au sein de la colonie. Cependant, fickdewnort n’est pas parvenu a expliquer le
phénomene décrit. L’Anglais a fait plusieurs hygsis, dont celle d'un éventuel « ultra-
microscopic virus ». De plus, il n’a pas pourswavantage ses recherches et a encore moins

envisagé une éventuelle application thérapeuticgeedécouverte.

Felix d’Hérelle, en lisant I'article de Frederickvdrt dans « The Lancet », s’est souvenu de
'observation des « taches vierges » et a émigbtyese que I'agent filtré serait un virus,

invisible avec les techniques de I'époque, qui éitwat détruit les bactéries.

Cette découverte des bactériophages par Felix dlldéest freguemment associée a son
travail sur I'épidémie de diarrhées hémorragiquasres qui a frappé les troupes francgaises
postées a Maisons-Laffitte en juillet-aolt 1915lix-al’'Hérelle était alors chargé de
déterminer l'origine de cette épidémie. Lors deecétude, il a prélevé des échantillons de
selles de patients ne déclarant pas la patholpgite(ts non symptomatiques) qu’il a filtré
pour éliminer les bactéries, puis les a mis enamirgt incubés avec des bactéries du Genre
Shigella, isolées a partir de patients malades. La préparatiensuite été ensemencée sur de
'agar dans le but d’observer la culture des bateéiSur ces cultures, d’Hérelle observa de
nouveau l'apparition de zones de lyse bactériempd] appela «taches vierges » puis
« plaques ». Felix d’'Hérelle a présenté ces obtensa I’Académie des Sciences en 1917 et
a proposé lexistence de virus capables de détriee bactéries qu’il a nommé

« bactériophages ».

Felix d’'Hérelle a démontreé, avec beaucoup d’assgaque le phénomene observé n’était pas
dd a l'action d’enzymes mais bien a un virus. Céepen, il pense a cet époque qu’il s’agit

d'un seul et unique virus, tout en précisant n'avgimais isolé deux bactériophages
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identiques. Il le nomm@acteriophagum intestinale (un seul genre et une seule espéce) et
affirme que ce virus, dont I'expression, le speetrda virulence sont variables d’un isolat a
l'autre, est capable d’acquérir une spécificitecantact de telle ou telle espece bactérienne.

b. Premiers essais cliniques

Introduite comme méthode thérapeutique deux anséakement aprés la découverte du
phénomene de lyse des bactéiiesvitro, le traitement des maladies infectieuses par les

phages a connu ses premiers succes il y a plusaleeeyingt-dix ans.

Le grand mérite de Felix d'Hérelle est d’avoir ppep I'utilisation des bactériophages pour
traiter les maladies bactériennes humaines et désmgn effet, dés le 09 décembre 1918,
d’'Hérelle, apres avoir constaté que « la pathogénia pathologie de la dysenterie bacillaire
sont dominées par deux facteurs agissant en serrice : le bacille dysentérique, agent
pathogéne, et le microbe filtrant bactériophagenag'immunité » a affirmé «logique de
proposer comme traitement de la dysenterie baellgadministration, des I'apparition des
premiers symptomes, de cultures actives du micrlobeteriophage » (« Sur le role du
microbe filtrant bactériophage dans la dysentera@llbae », Comptes rendus de I’Académie
des Sciences de Paris, volume 167 (970-972), 1&elx d’Hérelle a clairement proposé un
traitement curatif par le bactériophage et a im@agalors, sans encore la nommer, la
bactériophagothérapie, qu'il appellera plus simgetrphagothérapie quelques années plus
tard. Cette idée lui a valu 8 nominations au Prob&l a partir de 1925, sans récompenses
malgré tout. Il est tout de méme remarquable qdemx années seulement, Felix d’'Hérelle
ait pu décrire les principales caractéristiquesetée nouvelle entité, développé le moyen de
l'isoler, de la purifier et d’en faire 'un des padipaux agents de guérison de certaines

maladies.

Felix D’Hérelle a utilisé les phages pour traiteewiarrhée dysentérique au sein de I'hépital
des Enfants-Malades de Paris, en 1919, sous laibance du chef de service pédiatrique, le
Professeur Victor-Henri Hutinel. Ceci est probal#einle premier essai thérapeutique des
bactériophages. Pour cela, d’'Hérelle a mis au paiet préparation a ingérer contenant des
bactériophages. Avant la premiére administratiom @atient, la préparation a été ingérée par

plusieurs internes, Hutinel et d’'Hérelle lui-ménansd le but de vérifier sa sécurité d’emploi.
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Quelques jours plus tard, devant I'innocuité apptrele la préparation de phages, une dose
unique a été administrée a un patient, alors ag&2dens, ce qui a suffi a une régression
rapide des symptémes et une guérison totale darpa€e premier succes a été confirmé peu
aprés par 3 cas similaires : patients ayant unendgse bactérienne traités par une dose
unique de bactériophages ingérés et guérison olesedads les 24 heures suivant

'administration. Cependant, les résultats de @ssie n'ont pas été publiés immédiatement
mais deux années plus tard dans le premier livriEeli@ d’'Hérelle « le bactériophage : son

réle dans I'immunité » (Edition Masson et compaghi@21).

La premiere publication mentionnant I'utilisationsdghages dans le traitement de pathologies
humaines a été I'ceuvre de Richard Bruynoghe etpbobtaisin, médecins belges, en 1921
(« Essais de thérapeutique au moyen du bactériepthagtaphylocoque »). lls ont utilisé les
phages par injection autour et a lintérieur deioks chirurgicales infectées par
staphylocoques. lls remarquérent une régressidiméertion dans les 24 a 48 heures suivant

I'administration.

Des lors de nombreux travaux ont été entreprisguiea permis un nombre important et

croissant de publications. Comme par exemple,riasatx du chercheur japonais Tamezo
Kabeshima qui, tout en contestant la nature mémigadtériophage, fit la démonstration de
I'éradication du bacille de Shiga dans la bile degsins par injection intraveineuse d'un

« bactériolysat du bacille de Shiga » (« Thérapipéementale des porteurs de germes »,
1920).

Les expéditions de d’Hérelle et ses collaboratear€hine, au Laos, en Inde, au Vietnam et
en Afrique entre 1916 et 1930 ont permis d’entregre de nombreux essais cliniques.
Encouragés par les premiers résultats, ils ont sudur leurs études sur ['utilisation

thérapeutique des phages : Felix d’'Hérelle a notamtratilisé différentes préparations pour
traiter des milliers de patients atteints par lel@&@o et/ou la peste bubonique, en Inde

notamment.

Les premiéres publications et les diverses expéditmenées ont permis de faire connaitre la

phagothérapie et une extension mondiale de cettapbgtique.
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c. Extension mondiale

Le phénomene de d’Hérelle a été diffusé des 1982% talittérature scientifique américaine
(Journal of Experimental Medecine) par un articlendarobiologiste Belge André Gratia qui
travaillait alors dans les laboratoires du The Rbeler Institute for Medical Research

(« Studies on the d’Hérelle phenomenon »).

Le méme auteur a aussi dévoilé en 1922 des réssliate traitement d’'une cinquantaine de
cas d’affections staphylococciques dans des hopdauBruxelles. Il avait observé des effets
incontestablement positifs. Dans les années quswint, les publications ont été de plus en
plus nombreuses : on en dénombrait environ 15@mpaElles se sont appliquées a préciser les

caractéristiques du bactériophage tout autantéysduer les possibilités thérapeutiques.

Dés lors, de nombreux essais thérapeutiques, sbswatenus par d’'Hérelle lui-méme, ont
été entrepris afin de traiter diverses pathologiéigvres typhoides et paratyphoides,
infections urinaires hautes ou basses, suppurastashylococciques et streptococciques
chirurgicales ou cutanées... Par ailleurs, plusidugses de médecine ont été soutenues dans

différentes facultés francgaises puis étrangeres.

7, 7

Toutefois, les premiers résultats ont parfois égedants. Au Brésil, da Costa Cruz a échoué
dans sa premiere tentative pour soigner des maddtiests de dysenterie bacillaire. Mais ses
essais ultérieurs, éclairés pas les suggestionsetie d’'Hérelle, ont obtenu d’excellents
résultats. En 1924, da Costa Cruz a d’ailleursgmiésla phagothérapie comme le traitement
de routine de la dysenterie bacillaire a Rio deesitaret dans plusieurs provinces du Brésil
(« Le traitement des dysenteries bacillaires pdmaletériophage »). Il en va de méme pour la
plupart des protocoles : aprés des échecs initdesguérisons ont été rapportées de maniere
quasi prodigieuse. Plusieurs hypotheses, diffésersielon les protocoles, peuvent étre
avancées pour expliquer ces échecs initiaux : ts@heale phages inadéquates ou peu
virulents, titre phagique des préparations utisséesuffisant, phénoménes de résistance

bactérienne...

Un second livre de d’'Hérelle, paru en 1926 (« Leté&rdophage et son comportement »), a fait
'inventaire des possibilités thérapeutiqgues désrid cette époque. Les références sont tres
nombreuses, prés de sept cents, ce qui montrel dajukla thérapie phagique avait pris une
expansion considérable. L’auteur insistait quahti &ur la nécessité d’'un respect strict des
protocoles de préparation et d’administration desdriophages. Il a également souligné qu'il

fallait utiliser un phage virulent, capable de disdre en quelques heures, dans un tube a
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essai, une culture entiere de la bactérie pathopsoe du foyer infectieux : « je ne saurai
trop insister qu’il est absolument indispensable dgebactériophage employé soit au
maximum de virulence pour la bactérie sur laquetieveut agir ; [...] Utiliser, tant du point
de vue prophylactique que thérapeutique, des hagplérges de virulence moyenne et méme
simplement forte, c’est décider d’avance que I'ont\eurir a I'échec » (« Le bactériophage

et son comportement », 1926).

Felix d’'Hérelle, alors responsable du service sineit maritime et quarantenaire en Egypte, a
observé quatre cas de bubons pesteux. Il a réissies le germe pathogéne par ponction des
bubons. Puis, il a obtenu des bactériophages didgetre ce germe (Cf. partie Ill. 7). Il a
ensuite injecté le bactériophage actif dans les tsibdne publication parue dans la « Presse
Médicale» en 1925, a été le point de départ de la renonmwialiale de la phagothérapie.
Apres lecture de cet article, linstitut Haffkinee dBBombay a demandé a d'Hérelle le
bactériophage qui avait permis la guérison de EepdEn Inde, les résultats escomptés ont
d’emblée été décevanis vitro. De sa propre initiative, d’'Hérelle a décidé deresadre sur
place pour remédier au plus vite au probléme aihai pu préparer une quantité suffisante de
suspension phagique active. Le gouvernement dess liad souhaité conduire une vaste
enquéte, nommée « Bacteriophage inquiry ». L'objétait d’évaluer les potentialités des
bactériophages dans la prophylaxie et le traiterdera peste et du choléra. Cette étude s’est
rapidement focalisée sur le cholera uniquementsetdevenue la « Cholera StudyDe
nombreux essais ont été conduits par plusieurs cirédet biologistes locaux (dont Morisson,
Lahiri et Asheshov). Les estimations de I'époquefai état d’'une diminution de la mortalité
due au choléra a 10% en Inde. D’'Hérelle a décnitsdson livre « Bacteriophage and the
phenomenon of recovery » publié en 1935, I'épidéteiecholéra qui a sévi dans la région de
Punjab a partir de 1927. Le protocole qui a étéaeniplace était I'administration de 2 mL de
préparation phagique diluée dans 20 ml d’eau. Endeavomissements, de petites doses, de
I'ordre d’une cuillére a café, d'une préparationsenl de préparation phagique diluée dans
100 ml d’eau, étaient alors administrées lentereémle maniére répétée. Cependant, le titre
en phages de la préparation initiale n’était paseigné. Le groupe contrble était composé de
118 patients traités par médecine locale a basdrdies de plantes. Le groupe traité par
phagothérapie était composé de 73 patients, cagrdlld était confronté a la réticence des
populations envers ces mesures thérapeutiqguepdtiests traités par phages étaient, presque
exclusivement, dans des états cliniques tres popants, ce qui les incitaient a accepter la

phagothérapie en dernier recours. Parmi les 1li@matdu groupe contrdle, d’'Hérelle a
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constaté 74 déces, soit une mortalité de 62,7%. [RagOupe traité par phages, la mortalité
était quasiment d’un dixieme car il y a eu 5 déamgsles 73 patients, soit une mortalité de
6,8%. Ces chiffres, bien que trés significatifsranpiére vue, sont a relativiser du fait des
zones d'ombre dans le protocole : comparabilité gdepulations traitées par phages et

contrbles, préparation phagique utilisée, duréprdtocole...

D’autres études prometteuses ont été menées daasriées ayant précédé la Seconde Guerre
mondiale. La phagothérapie semblait pouvoir étreégdisée a un grand nombre d’infections
jusque-la souvent mortelles. C’est ainsi qu’estaap la commercialisation de préparations a

usage thérapeutique.

d. Premieres productions commerciales de bactériophages

Les résultats de la phagothérapie, souvent rappdeas la presse scientifique et méme les
guotidiens et revues «grand public », ont évelldtention de plusieurs entreprises
pharmaceutiques. Parallelement, divers institutss@et mis en place dans un objectif
d’amélioration de Santé Publique. Le principal gerrooncerné par ces productions
commerciales était le staphylocoque. De nombreusesadies infectieuses cutanées,
intestinales, génitales, respiratoires étaienteblpar ces productions.

Ainsi, l'institut Oswaldo Cruz a Rio de Janeiro 8wésil, a entrepris la production de
bactériophages antidysentériques a partir de 19@dr; lutter contre la dysenterie dans les
pays d’Amérique latine. En une année, l'institytraduit 10 000 fioles de phages, qui étaient

envoyées aux hopitaux du Brésil.

Selon les historiens médicaux roumains Kazhal t@hdivich (1968), suite a des travaux

meneés par Felix d’'Hérelle et George Eliava sumrdétedment et la prophylaxie du choléra,

linstitut de vaccination a Thilissi a produit, €931, la premiére préparation phagique
commerciale anticholéra. Cette préparation a pelemisntréle des épidémies qui menacaient
le sud-est de 'URSS.

L’Europe n’'a pas été en reste. En effet, une ensegharmaceutique allemande, la société
Antipol, commercialisait 'Enterofagos pour traitegs troubles intestinaux. En Suisse, a
Vevey, une petite firme pharmaceutique du nom deh&aa vu le jour. Elle appartenait a
Harmann Glausser et commercialisait des spécialité3oliphagine », « Intestiphagine »,

« Pyophagine » et « Staphagine », utilisables par orale, en injectables, en pommades et
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spray jusque dans les années 1960. La phagothéragiiecté introduite dans ce pays par un

ancien collégue de d’Hérelle, Paul Hauduroy, prdas a I'université de Lausanne.

En France, les laboratoires Robert & Carriere ooppsé a d’Hérelle d’installer en 1928 le
Laboratoire du Bactériophage a Paris. Felix d’Héréfait le conseiller scientifique tandis que
la firme se réservait I'exclusivité de la commelisgion pour la France. Le laboratoire a mis
en place 5 préparations phagiques contre diffésemtfections bactériennes : Bacté-coli-
phage, Bacté-rhino-phage, Bacté-intesti-phage,Baypb-phage et Bacté-staphy-phage. Ces
cing spécialités étaient, pendant les années 3t p@s dix meilleures ventes de 'entreprise.

Elles ont ensuite été commercialisées par la sogudtallait devenir la firme L'Oréal.

La production industrielle de phages a égaleménegtreprise aux Etats Unis. Ainsi dans les
années 1940 la société Eli Lilly basée a Indianiapalproduit 7 préparations phagiques
destinées a traiter les infections humaines provegjugotamment paEscherichia coli,
Saphylococcus et Streptococcus ainsi que d’autres pathogénes. Ces préparatiostaext
sous deux formes : un bouillon de culture (stédilepoint de vue bactérien) contenant les
phages dirigés contre la bactérie cible ou une paéipa équivalente sous forme de gelée
soluble dans I'eau. Ces préparations étaient destiag traitement de diverses pathologies :
abceés, blessures suppurantes, vaginites, infectiomsiques et aigués de 'arbre respiratoire
supérieur et infections mastoidiennes. Cependafficécité des préparations phagiques a été
controversée (Eaton et Bayne-Jones en 1934 et KrwegScribner en 1941). Ceci pourrait
étre dO a l'absence de phages actifs, a un titegipbe trop faible ou l'utilisation d’'une
gamme phagique de spectre trop étroit, comme ced€amontré sur des préparations
phagiques antistaphylocoques commercialisées (Rakien 1932). De plus, certaines
suspensions commerciales étaient, involontairemgépourvues de phages actifs car les
stabilisants utilisés par les fabricants avaiemtuits les phages (et les opérations de controle
suivant la fabrication n’étaient pas réaliséesk fienes Parke-Davis et Abbott ont aussi mis

au point des préparations phagiques a usage thdicue

Ainsi, bien avant 1939, la phagothérapie était mépa et installée dans le monde entier.
Toutefois, alors que les demandes de traitemengsnantaient, la production avait des
difficultés a fournir des bactériophages en quangt surtout de qualité suffisantes. Les
probléemes rencontrés était nombreux et en pamicliinconstance des résultats obtenus.

Devant la qualité médiocre des spécialités promoséda vente, beaucoup de médecins
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isolaient leurs propres phages a partir de bastéselées de leur patient. La recherche
indépendante était encore parfois d'actualité devanmortalité de certaines maladies

infectieuses, comme la typhoide.

Une nouvelle perspective allait néanmoins s’offria phagothérapie : I'’éclatement imminent
de la Seconde Guerre mondiale. Les lecons tiréds plecédente guerre en matiére de santé
par les médecins militaires montraient que les@atfies infectieuses avaient été une cause
de mortalité et d’invalidité importante dans lesupres engagées dans le conflit. L’Allemagne
et les Etats-Unis ont donc réexaminé tres offieraknt les potentialités thérapeutiques des
bactériophages. Les Américains se sont engagéslalaasherche en prenant en compte les
travaux de René Dubos (biologiste francais traamailh Harvard) menés sur des animaux. Ce
chercheur, et d’autres scientifiques (comme Mortemgley et Schade), ont travaillé pour le
compte de la défense des Etats-Unis. A la demandgodvernement, des travaux tenus
secrets ont été commandés en 1942 par le ComnutieMedical Research (CMR) du
National Research Council (NRCIpes rapports remis en 1943 et en 1944 ont proposé
ladministration a grande échelle, préventive ouérdipeutique, de comprimés de
bactériophages lyophilisés dirigés contre la dys#at Les Allemands, quant a eux, se sont
engageés, dés le début du conflit, dans la producéiogrande échelle de préparations

phagiques destinées a traiter la dysenterie bantéi

Il y a peu de données concernant l'utilisation’iatdrét de cette pratique pendant le conflit.
On sait simplement que l'analyse de suspensiongigunres saisis sur des prisonniers

allemands n’a pas donné une impression tres pasitive

e. Phagoprophylaxie

Dans l'industrie alimentaire ou en médecine, cegtascientifiques ont imaginé éliminer
certaines bactéries pathogenes de I'environnemeat prévenir les contaminations voire
certaines épidémies. Felix d’'Hérelle a imaginé téégjue le bactériophage est non seulement
'agent naturel de la guérison mais qu’il protéegalément l'individu contre l'infection. Il a
formulé cette hypothése suite a I'observation cuegliérison était précédée de quelques
heures par I'apparition du phage spécifiqgue dedetdrie pathogéne et que les porteurs du

phage ne contractaient pas la maladie a laquefleéihient exposés. Il a appliqué
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expérimentalement la phagoprophylaxie dés 1919donse épidémie qui sévissait en France
parmi une population de poules. Il a fait ingénex animaux non malades de I'eau contenant
des phages actifs contre la bactérie responsabl&mdémie. Il a ensuite observé que les
animaux protégés ne contractaient pas la maladigétwde montre que I'histoire d’'une
épidémie enregistre en derniere analyse les pé&pée la lutte entre deux agents, la bactérie
pathogene et l'ultramicrobe bactériophage, et quéarnier est transmissible d'individu en
individu : I'immunité est contagieuse au méme tiree la maladie elle-méme. Le début de
'épidémie est marqué par la diffusion d'une bdetédont la virulence s’exalte
progressivement par passages par individus sessit#pidémie se répand ; I'ultramicrobe
bactériophage exalte a son tour sa virulence @ohattérie pathogéne, se répand également ;
I'épidémie cesse quand tous les individus sensibteg contaminés par le bactériophage
virulent » (« Sur le réle du microbe bactériophatgms la typhose aviaire », 1919). Des
années plus tard, d’Hérelle a utilisé cette méme¢haue en Inde pour lutter contre les
épidémies de choléra. Il versait, en cachette dpslgtions locales, des phages dans les puits

d’eau qui servaient a I'alimentation humaine.

f. La phagothérapie : source de polémique

L’histoire de la phagothérapie n’est pas un lomyvk tranquille. En effet, plusieurs points
suscitaient un grand nombre d’interrogations. Emtiqdier, la nature réelle des
bactériophages et leurs mécanismes d’action, lgpocementn vivo des phages suite a leur
administration, la variabilité des résultats théx#mues, le développement non standardisé

du marché des suspensions phagiques étaient hespaites sources de polémique.

En émettant I'hypothese que les phénomenes de Uimitd et de la guérison étaient liés a la
présence d’un «virus » invisible (et non pas anbicarps, qui avaient été découverts par
Jules Bordet), la théorie sur laquelle reposajtHagothérapie était a la fois provocatrice et
hors des théories officielles. Ceci a valu de na@ukrdétracteurs et de nombreuses critiques a
'encontre de la phagothérapie. De plus, beaucolglérdents contribuaient a une
meéconnaissance de la nature réelle du principguigtiEn particulier, la virologie était encore

une science balbutiante et le microscope électreniigxistait pas encore.

Dés le début de I'année 1920, Tamezo Kabeshim@t reomme de nombreux chercheurs
par la suite, la théorie virale pour expliquer legpomene lytique observé. Pour cela, il a tenté

de démontrer la nature chimique du bactériolysail guappelé ferment (« Sur le ferment
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d'immunité bactériolysant, du mécanisme d'immuriitéectieuse intestinale, de la nature
dudit « microbe filtrant bactériophage » de d’Hierel, 1920).

A la fin de I'année 1920, Jules Bordet (immunoltgyist microbiologiste belge, lauréat du
prix Nobel de physiologie et de médecine en 1919 @es travaux sur les mécanismes de
immunité) et Michael Ciuca (scientifique roumanhercheur et enseignant dans le domaine
de la bactériologie) se sont intéressés a la déctaide d’Hérelle. lls ont profité d’'un des
voyage de d’'Hérelle en Indochine pour se procutaanalyser des tubes supposés contenir
des bactériophages isolés par d’Hérelle. Cet épisatdle point de départ d’'une polémique
qui opposa d’'Hérelle aux savants de l'Institut Bastde Bruxelles et a duré une décennie.
Deux notes de Bordet et Ciuca (« Exsudats leucwmegtaet autolyse microbienne » ; «le
bactériophage de d’'Hérelle, sa production et soerpnétation » en 1920) ont contesté la
nature particulaire (virale) du phénomene de d'He&rdPar la suite les théories virale et
enzymatique du principe lytique avaient leurs défans, ce qui n’a pas empéche&, comme on

I'a vu précédemment, que plusieurs essais thérgpestsoient entrepris.

Les personnalités scientifiques les plus éminem¢d¥poque se sont acharnées a vouloir que
la phagothérapie soit la résultante d’'un principenique ou enzymatique. La conception
infectieuse du phénomene, dont d’Hérelle avait fdiypothese, était sans doute trop
audacieuse dans le contexte scientifigue du morkete a des autorités éminentes comme
I'Institut Pasteur de Bruxelles en Europe, ou Fing Rockefeller aux Etats-Unis, qui
travaillaient en étroite collaboration, les tenasgsla nature virale du phénomeéne peinaient a

se faire entendre.

D’autres arguments négatifs a I'encontre de la pthagapie trouvaient leur fondement dans
les échecs de travaux entrepris et publiés. D'Hérkli-méme, a combattu ces arguments et
rappelé les conditions indispensables pour évieer échecs : en priorité, l'utilisation de
phages réellement actifs contre la bactérie regimagle l'infection a traiter. Les produits
commercialisés par de nombreuses firmes dans lelenoe respectaient pas cette condition
essentielle. Devant des conséquences aussi variddldoute s’est installé. Aux Etats-Unis,
le Council on Pharmacy and Chemestry, sorte d’Ageatic Médicament aux Etats-Unis de
I’American Medical Association, a demandé a MonEaon (microbiologiste américain) et
Stanhope Baynes-Jones (médecin et bactériologistei@in), puis Albert Krueger et Eunice
Jane Scribner (professeurs américains de Bactéigedld@nalyser les nombreux travaux déja
publiés. Deux rapports ont été publiés en 1934 eni4941 dans le journal médical JAMA
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(Journal of the American Medical Association). loesiclusions de ces rapports mettaient en

avant que :

* La théorie virale de d’'Hérelle n’est pas prouvéedhsipothése la plus vraisemblable
est celle d’'une protéine de haut poids molécufainmée a partir d’'un précurseur de la
bactérie, soit la théorie chimique.

e L’action du bactériophagi vivo est beaucoup moins efficace (a cause du sang et
d’autres liquides de l'organisme) et joue un rokegligeable dans l'application
clinique du phage.

* Les résultats favorables rapportés peuvent étfailed’une action stimulante sur le
systeme immunitaire et d’effets non spécifiquesigeats.

* Enfin, les résultats rapportés dans les diversetadies sont pour la plupart
insuffisants (exception faite des infections losalestaphylocoque) pour assurer que la
phagothérapie ait sa place dans l'arsenal thérgpeude I'époque. Mais un lysat
correctement préparé peut servir de vaccin danwices pathologies, permettre
d’augmenter les défenses locales ou servir d’ageuat induire un choc protéinique

non spécifique.

Ces publications ont eu des répercussions impedant’époque, dont certaines sont encore

percevables aujourd’hui.

Ce n'est qu’en 1939 avec les travaux d’Emory Ebiechimiste américain) et Max Delbriick
(biophysicien germano-américain considéré comme des fondateurs de la biologie
moléculaire) sur la croissance en une seule étageptiages que la théorie virale a
définitivement supplanté les autres théories. HlisDelbriick ont fait I'hypothése que la
croissance des bactériophages peut étre diviséroen périodes distinctes : adsorption,
croissance (ou réplication) dans la cellule baetdre et lyse avec libération des phages. Ils
ont démontré que la croissance des phages est timmmet s'effectue en une seule étape
(« one-step ») et que des phases de brusque nwaltiph alternent avec des phases
stationnaires. Plus encore, la microscopie élemjuen allait permettre de voir pour la
premiére fois ce principe (Cf. 1ll.1.b). Il est edadevenu irréfutable que le bactériophage est

une particule dont les caractéristiques sont pmdeecelles des autres virus.
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g. George Eliava et I'Institut Eliava de Bactériophagie

Si Frederick Twort et Felix d'Hérelle sont incorttddement les deux principaux
protagonistes de la découverte des bactériophdgespmbreux scientifiques ont réalisé un
travail remarquable et indispensable dans I'histdie la phagothérapie. Bien que peu connu,
George Eliava est un de ces hommes. Ce scientjfiguée 13 janvier 1892 a Sachkhere en
Géorgie, a intégré l'université Novorosyisk d’Odessn 1909. Il a été renvoyé l'année
suivante avec linterdiction d’intégrer quelconquaiversité russe, a cause de son
appartenance au mouvement étudiant révolutionnairec le soutien de ses parents, il a pu
rejoindre l'université de Genéve, ou il a étudi®datériologie de 1912 a 1914. Le début de la
premiere guerre mondiale I'a empéché de poursworecursus en Suisse. C’est de nouveau
grace a l'influence de ses parents qu'il a pu rgjee I'université de médecine de Moscou ou
il a terminé ses études en 1916. Cette méme ailreé&té nommé a la téte du laboratoire
Caucasien de bactériologie du front a Trabzon astantégrer au début de I'année 1917 le
laboratoire de bactériologie de Thilissi. Au codes années 1920, il a travaillé a l'institut
Pasteur de Paris a trois reprises : de 1919 a 12@4 de 1925 a 1927 et enfin en 1931. Ceci
lui a permis de cotoyer des bactériologistes deme(tels que Emile Roux, Charles Nicolle,
Albert Calmette ou encore Gaston Ramon). C’eslldias au cours de son premier s€jour a
Paris, qu’il a fait la rencontre de Felix D’Hére(l@u début des années 1920). Il a été fasciné
par I'idée de d’Hérelle d'utiliser les bactériopleac des fins thérapeutiques. En 1923, Eliava
a fondé [IInstitut de Bactériologie (actuellementstitut Eliava de Bactériophagie,
Microbiologie et Virologie, EIBMV) dont il a été Ipremier directeur. En paralléle & ces
activités administratives, Eliava a enseigné a iMersité d’Etat de Thilissi de 1927 a 1937 et
a successivement été a la téte du départementiéiteyguis de microbiologie. En 1934, il a

établi le centre anti peste a Thilissi (actuellen@etre National de Contrble des Maladies).

L'implication d’Eliava dans la découverte et I'aation de la phagothérapie est
considérable. Il a découvert, avec d’Hérelle leelyphagique, et ils ont étudié ensemble la
réponse immune a la phagothérapie des 1921. Saail taapermis de montrer que la quinine,
déja connue dans la Chine antique pour ses préprigtimalariques, affectait également
spécifiguement les bactériophages (action destcedlles sels de quinine sur le bactériophage
de d'Hérelle). Eliava a également été l'un des peesna émettre I'hypothese que les

bactériophages pourraient modifier la nature degbias hotes.
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Plus tard, il s’est intéressé a I'absorption destédvaophages par les leucocytes (1930) et la
perméabilité du placenta aux bactériophages (198d)cours des années 1933 et 1934,
Eliava a invité d’'Hérelle en Géorgie, ils ont trddaensemble pendant 18 mois. Suite a ce
séjour, d’'Hérelle avait I'intention de s’install@rTbilissi mais ce projet n’a pas pu se réaliser.
En effet, en 1937 Eliava et sa femme (Amelia L&ay®, chanteuse d’opéra) ont été arrétes,
car considérés comme « ennemis du peuple » dudéaiteur opposition intellectuelle a
Laurent Beria, chef de la police secrete de Jos®taline, et exécutés. Selon une autre
version, Beria considérait Eliava comme un rivaleptiel pour la séduction d’une femme,
Tinatian Jikia, alors bibliothécaire a [I'Institut dBactériophagie. D’Hérelle, fortement

éprouvé par la perte de son ami, n'est jamais neéoen Géorgie.

Eliava n’est pas a l'origine d’'un grand nombre déljations. Malgré cela, son travail a été
d’'une importance considérable dans I'avancée damaissances sur le bactériophage et la

phagothérapie.

L’institut a survécu a I'exécution d’Eliava et eltvenu par la suite une des plus importantes
installations mondiales destinées a la fabricatierbactériophages. Il a compté jusqu'a 120
scientifiques et techniciens et préparait, a cépeque, plusieurs tonnes par jour de
préparations phagiques dirigées contre une douzdeebactéries pathogénes dont des

staphylocoqued?seudomonas, Proteus et plusieurs bactéries entériques.

La plupart des études menées dans I'empire Souétidilisait des phages développés et

produits a 'EIBMV (Eliana Institue of BacteriophagMicrobiology and Virology).

h. L’apparition des antibiotiques

Le début de la deuxiéme moitié du X3iecle a vu avec enthousiasme le développement des
antibiotiques. Forts de nombreux succeés initiaag,dremiers échecs et accidents médicaux
n'ont pas affaibli cet enthousiasme. D’autant gjue les recherches menées permettaient une
extension des indications. Dans le méme tempdséit&h déclinait pour la phagothérapie, qui
conservait chez certains I'image d’une approcheageutique a I'efficacité limitée, voire non
démontrée ou encore totalement inefficace. MaipHagothérapie n'a pas completement
disparu : elle était encore envisagée en ultimeuwex lors de I'échec des traitements
consensuels en vigueur. La phagothérapie se titoalosis dans une situation délicate qui ne

pouvait que ternir son image et confirmer sa « fotebaefficacité ».
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Avec les années, un nombre de moins en moins iapode meédecins avait I'expérience
suffisante pour traiter a l'aide de la phagothérales préparations standards, composées
d’'un mélange de plusieurs bactériophages pour dapectre le plus large possible, étaient
commercialisées mais elles ne devaient pas étrenadrées sans tests préalables (pour éviter
une inefficacité thérapeutique). Ceci est encous plai pour les bactériophages que pour les

antibiotiques. La phagothérapie rend chaque c#é prarticulier.

i. L’évolution d’apres-guerre de la phagothérapie
i.1 Dans les pays de I'Est

L'URSS et I'ensemble du bloc soviétique dans sdiage ont poursuivi leurs travaux sur la
phagothérapie. Ainsi, les plans quinguennaux miplace par Staline, dés 1940, ont donné
une place importante a la phagothérapie. Il s’agisd’évaluer lefficacité de cette
thérapeutique et de développer de nouvelles forgaéniques : des comprimés gastro-
résistants pour les infections intestinales, dasdpEs et compresses imprégnées de phages
pour les plaies cutanées... Entre les années 193066, toujours dans le cadre des plans
guinquennaux, les scientifiques ont étudié lesr@$é potentiels de I'association entre

antibiotiques et phages.

Les recherches sur les phages ont continué arfieliest. En guise d’exemple, on peut citer
une étude colossale menée, a partir de 1961, gsidpl trente mille sujets pour évaluer le role
prophylactique des phages. Les conclusions ont emsvaleur les bénéfices de la
phagothérapie (Chanishvili et al., 2001 ; Sulakizdiet al., 2001).

Le contexte historique explique que lintégralitgsdravaux entrepris dans les Pays de I'Est
n'a pas eu le moindre écho dans les pays Occidentau

A I'heure actuelle, seules la Russie, la GéorgielaetPologne utilisent encore les

bactériophages a des fins thérapeutiques.

i.2 Dans les pays de I’'Ouest

Jugée moins pratique (fabrication, conditionnementutilisation) et moins efficace que
'antibiothérapie, la phagothérapie a été petit @t jpelaissée par les pays occidentaux. Par

conséquent, les laboratoires se sont rapidememtigés sur I'antibiothérapie, tandis que
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guelques laboratoires indépendants, bientét mauginant continué a préparer des

suspensions phagiques. Cette production s’est mrélarsque dans les années soixante-dix.

En France, des préparations de bactériophagesdeordurées inscrites au VIDAL jusqu’en
1974 avant d’en étre effacées, malgré la contestale quelques rares scientifiques. Les
publications sont naturellement devenues moins &éigs et I'engouement initial s’est peu a

peu éteint.

s 77

L’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) a réegdlefficacité des bactériophages dans la
lutte contre le choléra, puis I'a comparé a celle algtibiotiques. Les conclusions de ce travail
ont porté un coup de grace a la phagothérapie.ftet, elles mettaient en évidence une
diminution de la mortalité, due au choléra, plupamiante avec les antibiotiques (taux de
mortalité compris entre 10% et 15%) qu'avec leséamphages (taux de mortalité compris
entre 22% et 45%) (Politzer, 1959).

Cependant, les bactériophages, délaissés en médecih connu un nouvel essor avec le
développement de la biologie moléculaire. Un gradgecientifiques crée en 1941 aux Etats-
Unis par Max Delbrick et le microbiologiste Salvadarria, le « Cold Spring Harbor
Laboratory Phage Group », s’est intéressé aux nsnan d’action des phages vis a vis des
bactéries. Ces études ont permis de mettre en fernteefonctionnement des phages et la
mécanique des infections virales. Mieux encoreesebnt offert aux phages une seconde
chance de briller en science en les utilisant ametigue et en biologie moléculaire. Leurs
nouvelles attributions ont permis, entre autrescadefirmer que I'ADN est le support de
linformation génétique (Hershey et Chase, 1952),découvrir les enzymes de restriction
(Arber, 1966) ou de mettre au point la techniquesélguencage de I'’ADN (Sanger et al.,
1977).
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III. Les phages en tant que « mangeurs de bactéries »

1. Morphologie des bactériophages

a. Dimension des virus et bactériophages

Les «étres » de tres petite taille sont appelésroagurganismes parce qu’ils sont
microscopiques (invisibles a I'eeil nu). Ills ne pentvdonc étre observés qu’a l'aide d’un
microscope. Les micro-organismes regroupent le®poaires, les levures, les champignons
microscopiques et les bactéries (pathogenes ou Baa1) que les virus soient des entités de
tres petite taille, I'ICTV précise qu’ils ne dewat pas étre considérés comme des micro-

organismes.

Les virus, et par conséquent les bactériophagdsuma taille comprise entre 20 et 600
nanometres. Pour rappel et en guise de compard#sdaille des bactéries est de I'ordre du

micron et une cellule humaine ordinaire a un diaenéé€ 10 a 20 micrometres.

b. Observation des bactériophages

Les bactériophages ne sont observables qu'au mages électronique. En effet, les
microscopes optiques ont un pouvoir séparateur Mmaxi de 0,2 micrometre (ils ne

permettent donc pas d’observer au-dela du micraneétr

Le premier prototype de microscope électroniquéeacénstruit en 1931 par les ingénieurs
allemands Ernst Ruska et Max Knoll. Plus tard, €&89] les premiers microscopes
électroniques sont fabriqués en série et c’est9%® Hu'Helmut Ruska a observé le premier

bactériophage &scherichia coli.

c. Structure générale des virus et des bactériophages

Les caractéristiques tres générales qui suivenppBtuent aux virus et donc aux
bactériophages. La structure des virus varie de®fiamilles de virus considérées. Les virus

contiennent les éléments suivants :
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Le génome : un virus comporte toujours un génomesjuide I’ADN ou de 'ARN. I
peut étre monocaténaire (simple brin), bicatén@able brin) voire partiellement
bicaténaire (figure 4). Le génome, contenant linfation génétique du virus, est
comprimé. Le nombre de bases étant réduit, elleentgoour un nombre réduit de
protéines structurales, nécessaires a la conetititu virus, ou non structurales, a
activité enzymatique permettant notamment la réapba virale. L'acide nucléique du
bactériophage est trés fortement replié a l'intéride la capside. Plus de 95% des
phages connus ont pour matériel génétique de I'Aldtble brin.

La structure nucléoprotéique définit par I'acidecléigue et les protéines internes,

porte le nom de nucléoide.

La capside (40 a 60 nm) : c’est une boite protémuieentoure I'acide nucléique et

résiste aux enzymes protéolytigues. Elle est domsti par l'assemblage, par

répétition, d'une ou quelques molécules protéicamselés unités de structure (U.S).
Ce polymeére de nature protéique permet de protéggénome, en particulier des

nucléases, et sert a I'attachement du virus allaleddte et a son entrée (pour les
virus nus). Les unités de structure ont un arramgensymétriqgue. Les deux

principaux types de symétrie sont :

La symétrie hélicoidale (figure 5) ou les unités slmictures sont assemblées en
« manchon » autour de l'acide nucléique. Si le rhancest rigide, le virus a une

forme tubulaire. Si le manchon est flexible, laisture est enroulée sur elle-méme et

le virus a une forme sphérique.
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Figure 4 : Exemple de la diversité génomique dessb@phages

Phages a ADN double-brin

¥

50 nm

Phage T4 Phage T7

Lambdoide

Phages a ADN simple-brin

PhiX174 M3

Phage a ARN double-brin

Phi6

Source : Photos prises par Ariane Bize d’Avezadmmatitut Pasteur (2010).

Ces photos prises par microscope électronique mmnta grande diversité génomique des
phages. Le matériel génétique peut étre de I’ADNbi® brin (phage T4, phage T7, phage
lambdoide), de 'ADN simple brin (phage PhiX174g, IBARN simple brin (phage MS2) ou
de 'ARN double brin (phage Phi6).
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Figure 5 :_Symétrie hélicoidale de la capside

Acide nucleique

Unite de structure

Source : Site internet : www.microbes-edu.org

Le virus de la mosaique du tabac a une morpholdgibatonnet allongé et rigide. Il s’agit
d’'un cylindre creux de 300 nanomeétres de long et&lranomeétres de diamétre, délimitant un
canal central de 4 nanomeétres de diametre. L’acideléique est un ARN linéaire
monocaténaire, qui s’enroule dans l'espace avec formee de spirale. La capside est
constituée de 2200 unités de structures protéituetss identiques. Chague sous-unité est une
protéine unique (formée de 158 acides aminés, desend7500 daltons) et résistante,
notamment & I'action des aminopeptidases.

La symétrie cubique (figure 6) ou les unités dacétre sont édifiées en un icosaedre

(polyedre a 20 faces qui sont des triangles égudak et 12 sommets)

Les capsides hélicoidales et cubiques présentamaritage d’'une grande stabilité
structurelle. C’est probablement la raison de $&lection naturelle
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Figure 6 :_Symétrie cubique de la capside
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Source : Site internet : www.microbes-edu.org

La caractéristique essentielle des virus a syméu@que est que les unités de structure
protéigue se groupent en unités morphologiquesglépp capsomeres, qui peuvent étre
constituées de : 2 unités de structure (bimera)niBs de structure (trimére), 5 unités de
structure (penton) ou 6 unités de structure (hexbey considérations théoriques et les
observations cristallographiques ont permis d’athemejue les capsomeres des capsides des
virus d’apparence « sphérique » au microscope réldque devaient se faire selon une
structure symétrique. Parmi les polyedres régubiegsables d’assurer une symétrie cubique,
I'icosaédre a été sélectionné naturellement pouaotestitution des capsides virales a symétrie
cubique. Le nombre de capsomeres total (N) estégan la formule : N = 10(T-1) + 12.
Dans cette formule T est le nombre de triangulatipn correspond au nombre de triangles
divisant chaque face de licosaédre. En conséquecttaque capside icosaédrique (sauf
exceptions) est constituée de 12 pentons et d'umbr® variable d’hexons, en fonction du
nombre de triangulation.
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Certains virus (les Poxvirus par exemple) ont uyra&trie complexe qui ne répond
pas aux descriptions précédentes. En ce qui comdesnbactériophages, ceux de la
série T paire présentent une symétrie particuldte mixte ou binaire. Ces virus
possedent une capside en deux parties : une t&yenétrie cubique formée de 152
capsomeres contenant le génome (ADN) et une quesgrdétrie hélicoidale reliée a
la téte par le collier (figure 7). La queue est stiinée d’'une gaine protéique
contractile délimitant un canal central creux. Ef terminée par une plaque basale,

elle-méme porteuse de spicules et de six fibredaias.

Figure 7 : Structure générale d’'un phage caud§meT4

capside
téte
(symétrie cubique)
80 nm
ADN
"
il < tube central creux
nd gaine contractile
queue
(symétrie hélicoidale)
100 nm
[ Z 6 fibres caudales

g \
plaque terminale

Source : « Des virus pour combattre les infectigridr Alain Dublanchet, édition Favre, 2012.

Les phages caudés ont une symétrie binaire :da(@@i correspond a la capside des virus a symétrie
mixte) a une symeétrie icosaédrique et abrite leogén; la queue, rigide, a une symétrie hélicoidale.
C’est un tube creux entouré d’'une gaine contraetiléerminé par des fibres. Ces derniéres sont
responsables de la fixation a la bactérie, ce §uiethche la contraction de la gaine et fait pénédre
tube dans le cytoplasme. Le génome du virus peus dtre injecté dans la bactérie. Le phage T4
appartient a la famille dédyoviridae et a I'ordre de€audovirales.
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La queue (de 24 a 700 nm de long et 4 a 12 nmatealie) est un tube régulierement
strié, composé d'un empilement d’anneaux ayant digposition hélicoidale autour
d’'un axe creux. Elle constitue I'organe d’injectide I'acide nucléique dans la cellule

infectée.

La nucléocapside ou core: c’est une unité fonctibarfermée du nucléoide et de la
capside. Les virus limités a leur nucléocapsidé ditg nus.

L’enveloppe ou le peplos : chez les virus envelspgent certains bactériophages, la
nucléocapside est entourée d’une enveloppe (owgeqli correspond a I'élément le
plus externe. La présence ou I'absence d’envelopgle en grande partie le mode de
transmission des maladies virales : tous les vitrumains ou animaux a capside
tubulaire ont un péplos, mais seuls certains vaiusapside icosaédrique en sont
pourvus. L’enveloppe est une structure souple gioei cellulaire, issue des
membranes cellulaires (plasmiques, nucléaires, éticuium endoplasmique ou de
'appareil de Golgi) de la cellule héte. En effes|virus a peplos terminent leur
multiplication dans la cellule par bourgeonnemérgnveloppe est donc de nature
glucido-lipidique. Des glycoprotéines virales penives’insérer dans la bicouche
lipidique. Il est a noter que les virus envelopgést particulierement fragiles. En
effet, le péplos a la fragilité des membranes t@tes dont il dérive. Un virus, quel
gu'’il soit, doit étre entier pour étre infectantr, dans le milieu extérieur et dans le
tube digestif, les virus enveloppés vont voir learveloppe se dégrader rapidement et
perdre ainsi leur pouvoir infectant. Dans ces mémégux, les virus nus (sans
enveloppe) vont résister beaucoup plus longtempasile milieu extérieur, les virus a
péplos sont inactives par deux facteurs: la teatpgr (méme ordinaire) et la
dessiccation. Dans le tube digestif, le péplogaatiement dégradé par les enzymes
digestives.

Certains virus enveloppés ont une matrice, quiespond a une structure protéique
virale qui est immédiatement présente sous l'emppeo Cette matrice a un role

stabilisateur de I'enveloppe.
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» Les projections de surface : elles sont appeléesilsgi ou fibres voire boutons. Ces
formations sont constituées de protéines chez les vius et de glycoprotéines chez
les virus enveloppés. Elles font saillie sur la @su I'enveloppe de nombreux virus
et sont impliquées dans I'attachement aux réceptdes cellules cibles.

La quantité d’ADN restant dans le bactériophagesddpde la pression exercée. La pression
externe exercée pour que lintégralité du matégéhétique persiste a l'intérieur du
bactériophage est d’environ 50 bar. Ceci est rgrudsible par le fait que la capside est semi-

perméable. Ainsi la pression osmotique s’exercd’'acide nucléique au travers de la capside.

Lors de linfection d’'une bactérie cible, un phageulent va détourner la machinerie

cellulaire de la bactérie et ses activités métabes : il y a réplication de I'acide nucléique

viral et synthése des protéines structurales etsdiablage. Lors de la phase d’assemblage,

'encapsidation de I'acide nucléique phagique sgtigié est nécessaire. Le moteur d’entrée de
'ADN viral dans le bactériophage est la protéirmtale, qui se trouve a l'interface de la
capside et de la queue (figure 8). Cette protéiilesauti’énergie chimique fournie par la
bactérie ce qui permet d’encapsider quelgues d’ADN (génome entier) en quelques

minutes. C’est I'un des moteurs moléculaires les pluissants qui aient été étudiés.
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Figure 8 :_La protéine portale du bactériophage

Capside

Protéine portale

Queue —

Source : « Les bactériophages ou comment les bExtéombent malades », Marta de Frutos,
Université de Paris-Sud et « Maturation of phagéntblves structural modification of both shell and
inner core components », Agirrezabala et al., JwhMolecular Biology, 2005

La protéine portale se trouve a l'interface dedpside et de la queue. Elle fonctionne en colldkmra
avec d’autres protéines et utilise I'énergie foenpar la bactérie pour permettre le transfert ABIN
dans la capside. Le passage de 'acide nucléigueretu possible par la présence d’un pore.

d. Diversité et détection des bactériophages

Les bactériophages sont tres nombreux dans lalBospMais sont-ils aussi diversifiés qu’ils

sont nombreux ?

Pour pouvoir estimer la diversité des bactériophagestablir une taxonomie par la suite, il
faut pouvoir les détecter de la facon la plus extiae possible, puis éventuellement les isoler

et les cultiver pour les caractériser précisément.

Pour déceler un phage donné, on a la possibilitérdduire son héte dans I'échantillon a
tester et d’attendre de voir si un phénomeéne dedgsproduit. L'héte doit par conséquent étre
connu et cultivable. Or, la majorité des bactéded’environnement sont non cultivables, ce
qui limite fortement cette premiére approche. Desplcette technique est restrictive
puisqu’elle ne vise que les virus parasitant I'h@iis en culture. Il existe d’autres méthodes
ne nécessitant pas forcément la culture de I'héteniel, comme par exemple la microscopie
électronique, la cytométrie de flux, [l'utilisatiod’anticorps spécifigues, ou encore la

génomique. Les prélevements peuvent étre concedeémcon aspécifique (précipitation,
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centrifugation, filtration) ou bien spécifique avaoe amplification sur un (ou plusieurs)

hote(s) potentiel(s).

La génomique est la méthode la plus exhaustive gdétecter les virus. Il n'existe pas de
séquence, équivalente a I’ARN ribosomique, utipsé@r différencier les bactéries et tous les
organismes dits « vivants », qui soit conservéea tlemsemble des virus et permette de les
détecter systématiquement. Toutefois, on retrowese squences spécifiques des différents
groupes de virus. On recherche donc les tracegsisaguences qu’on amplifie séparément.
Cela permet de remonter aux groupes de virus pesiams les échantillons analysés. Le
polymorphisme de ces séquences est ensuite yitige mesurer la diversité a l'intérieur de
ces groupes. Cependant, cette méthode ne permeepdécouvrir de nouveaux groupes de
virus, puisqu’il faut avoir d’avance une séquencelegs caractérise. C'est pourquoi il a été
proposé d’étudier les métagénomes viraux (la métag&ue est un proceédé méthodologique
qui vise a étudier le contenu génétique d’'un échamtenvironnemental par séquencage
direct de 'ADN des organismes microbiens). Les d@@mobtenues sont quantitatives, et
permettent d'estimer le nombre de génotypes et labondance relative dans un
environnement. Les résultats obtenus sont surptengores de 5000 geénotypes viraux
différents dans 200 litres d’eau marine, jusquiillion par kilo de sédiment marin et entre
160 et 1200 dans l'intestin humain (Mya BreitbarEerest Rohwer, 2005).

Sur le plan morphologique, les bactériophages oatdiversité tres importante. En effet, on
dénombre, parmi les bactériophages connus, 20 gsouporphologiques (figure 9). Le

schéma suivant résume les différences connuegoarce

47



Figure 9_: Morphologie des principales famillesbdetériophages
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Source : « 5500 phages examined in the electromostiope » Ackermann, Archive of Virology,
2007.

Cette illustration présente les principales familtke bactériophages selon la nature de leur génome
(ssDNA : ADN simple brin ; dsDNA : ADN double briresRNA : ARN simple brin ; dsRNA : ARN
double brin), leur capside et leur enveloppe. Lesstprincipales familles de phages sont les
Myoviridae, Sphoviridae et Podoviridae.
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2. Classification des bactériophages

Le comité responsable de la nomenclature et daXanbmie de I'ensemble des virus a
I'échelle internationale s’appelle I'Internatiof@dmmitee on Taxonomy of Viruses (ICTV).
Les virus sont classés hiérarchiquement en ordyefdille (56), sous-famille (9), genre
(223) et especes (1550). Une espéce virale estiel@fdomme « une classe de virus de type
polythétique (une espece polythétique est une espéfinie par un certain nombre de
critéres, dont aucun n'est nécessaire ou suffganiui-méme. Chaque virus de l'espece doit
posséder un certain nombre minimal de caractéuistsiGgans qu'aucune propriété particuliere
ne soit obligatoirement présente chez tous les mesrde I'espece et ne puisse donc servir de
critéere suffisant pour son identification) constith une lignée réplicative et occupant une

niche écologique particuliere » (définition approepar I'ICTV en 1991).

La classification des virus, et donc celle desdramphages, s’appuie sur des criteres physico-
chimiques : la nature de l'acide nucléique (ADNARN, simple ou double brin), la présence
ou l'absence d'une enveloppe (péplos), la symétticles particularités de la capside

(hélicoidale, icosaédrique ou complexe).

a. Phages a ADN bicaténaire, non enveloppés
a.1 Ordre des Caudovirales

Parmi les 5500 phages décrits, plus de 95% d’eatre ont une structure binaire et
appartiennent a l'ordre degSaudovirales. Les principaux phages qui présentent un intérét

thérapeutique, pour leur caractere lytique, scagsgls dans cet ordre.

Ce sont des phages a symétrie binaire, infectanbdetéries du domaine dBacteria et du

domaine de#érchaea.

* Famille desMyoviridae : ce sont des phages a queue longue et contractdetant les
bactéries du domaine d@&acteria et du domaine deérchaea. Elle comporte de

nombreux genres :
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Genre

Espece type

Principaux hotes

« T4-like viruses »

Enterobacteria phage T4

Acinetobacter spp.,
Aeromonas spp.,
Entérobactéries,

Pseudomonas spp.,

Vibrio spp.

« P1-like viruses »

Enterobacteria phage P1

Aeromonas spp.,

Acetobacter spp.,
Entérobactéries,
Pseudomonas spp.,

Vibrio spp.

« P2-like viruses »

Enterobacteria phage P2

Aeromonas spp.,

Entérobactéries,
Haemophilus spp.,

Pasteurella spp.,
Pseudomonas spp.,

Rhizobium spp.

« SP01-like viruses »

Bacillus phage SP01

Bacillus spp.,

Lactobacillus spp.

« Mu-like viruses »

Enterobacteria phage Mu

Entérobactéries,
Pseudomonas spp.,

Vibrio spp.

« pH-like viruses »

Halobacterium phage ¢H

Halobacterium spp.

« PBS1-like viruses »

Bacillus phage PBS1

Bacillus spp.

De nombreuses especes sont non classées dans un ajerlles peuvent infecter les
Acinetobacter spp., lesActinomyces spp., lesAeromonas spp., lesAlcaligenes spp., les
Bacillus spp., les espéces du phylum dBsnobacterias, des bactéries corynéformes, les
entérobactéries, ldsactobacillus spp., led.isteria spp., les spp., leBseudomonas spp., les

Rhizobium spp., les<anthomonas spp., lesvibrio spp.
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* Famille desSphoviridae: Ce sont des phages a queue longue et non ciletrac
infectant les bactéries du domaine d=xteria et du domaine deérchaea. Elle

comporte les genres suivants :

Genre Espeéce type Principaux hotes
« J-like Viruses » Enterobacteria phage 4 Rhizobium spp.
« T1-like viruses » Enterobacteria phage T1 Entérobactéries
« T5-like Viruses » Enterobacteria phage T5 Entérobactéries,
Vibrio spp.
« L5-like viruses » Mycobacterium phage L5 Mycobacterium spp.
Lactococcus phage c2 Lactoccus spp.

« C2-like viruses »

« yM1-like viruses » Methanobacterium phage wM1 | Methanobacterium spp.,

Methanobrevibacter spp.

« pC31-likeviruses » | reptomyces bacteriophage Streptomyces spp.
¢C31
Enterobacteria phage N15 Entérobactéries

« N15-like viruses »

De nombreuses especes sont non classées dans un ajerlles peuvent infecter les
Acinetobacter spp., lesActinomyces spp., lesAgrobacterium spp., lesBacillus spp., les
Burkholderia spp., lesClostridium spp., des bactéries corynéformes, les espéces ydunph
des Cyanobacteries, les entérobactéries, ldsactobacillus spp., lesLactococcus spp., les
Leuconostoc spp., lesListeria spp., lesMicrococcus spp., lesMycobatcerium spp., les
Pasteurella spp., lesPseudomonas spp., lesRhizobium spp., lesSaphylococcus spp., les

Streptococcus spp., lesvibrio spp.



 Famille desPodoviridae: Ce sont des phages a queue courte et non ciletrac

infectant les bactéries du domaine Basteria.

Genre Espéce type Principaux hétes

« T7-like viruses » Enterobacteria phage T7 Caulobacter spp.,
Entérobactéries,

Pseudomonas spp.,
Rhizobium spp.,

Vibrio spp.

« 9259-like viruses » Bacillus phage 29 Bacillus spp.,
Kurthia spp.,
Saphylococcus spp.,

Sreptococcus spp.

Enterobacteria phage P22 Aeromonas spp.,
Azotobacter spp.,

« P22-like viruses »

Entérobactéries,
Hyphomicrobium spp.,
Pseudomonas spp.,
Vibrio spp.

« N4-like viruses » Enterobacteria phage N4 Entérobactéries

De nombreuses especes sont non classées dans un ajerlles peuvent infecter les
Acinetobacter spp., lesBacillus spp., lesBrucella spp., lesClostridium spp., des bactéries
corynéformes, les especes du phylum Cgsnobacteria, les entérobactéries, leactococcus
spp., les espéces de la classeMaelsicutes, lesMycobacterium spp., lesPasteurella spp., les
Pseudomonas spp., lesRhizobium spp., lesRoseobacter spp., lesStreptococcus spp., les

Synechococcus spp., lesvibrio spp., lesXanthomonas spp.



a. 2 Familles non placées dans un ordre

» Famille desCorticoviridae: Ce sont des phages a symétrie cubique, infedémnt

bactéries du domaine dBacteria.

Genre Espece type Principaux hétes
Corticovirus Pseudoal teromonas phage Alteromonas spp.,
PM2 Pseudoalteromonas spp.

* Famille desRudiviridae : Ce sont des phages a ADN bicaténaire, non eppéf) en

forme de batonnets, infectant les bactéries du dmthesArchaea.

Genre Espéce type Principaux hotes
Rudivirus Sulfolobus islandicus rod- Sulfolobus spp.
shaped virus 2

* Famille desTectiviridae: Ce sont des phages a symétrie cubique, infedemnt

bactéries du domaine dBacteria.

Genre Espéce type Principaux hotes
Tectivirus Enterobacteria phage PRD1 Bacillus spp.,
Pseudomonas spp.,
Vibrio spp.,
Entérobactéries




b. Phages a ADN bicaténaire, enveloppés

* Famille desPlasmaviridae: Ce sont des phages polymorphes, ne possédartdepas
capside. lls sont constitués uniqguement d’'une eppael et d’'une nucléoprotéine,

infectant des bactéries de I'ordre dbgcoplasmatales.

Genre Espece type Principaux hétes

Plasmavirus Acholeplasma phage L2 Acholeplasma spp.

» Famille desGuttaviridae: Ce sont des phages en forme de gouttelettestanfeles

bactéries du domaine daschaea.

Genre Espéce type Principaux hotes
Guttavirus Sulfolobus newzeal andicus Sulfolobus spp.
droplet-shaped virus

* Famille desFusdloviridae: ce sont des phages en forme de citron, infedest

bactéries du domaine dAschaea.

Genre Espéce type Principaux hotes
Fusaloviridae Sulfolobus spindle-shaped Sulfolobus spp.
virus 1
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* Famille desLipothrixviridae: Ce sont des phages filamenteux ou en forme de

batonnets, infectant les bactéries du domainé\tesea.

Genre Espéce type Principaux hétes
Alphalipothrixvirus Thermoproteus tenax virus 1 Thermoproteus spp.
Betalipothrixvirus Sulfolobus islandicus Desulfurolobus spp.,
filamentous virus Sulfolobus spp.,
Thermoproteus spp.
Acidianus filamentous virus 1 Acidianus spp.

Gammalipothrixvirus

* Genre non classés dans une famille : G&alerprovirus : espece typeHisl virus:
ce sont des phages en forme de citron présentarfitiles attachées a un pdle de la
particule virale. lls infectent les bactéries du dom desArchaea et ont comme

principaux hétes leslaloarcula spp.

c. Phages a ADN monocaténaire, non enveloppés

* Famille dednoviridae : Ce sont des phages filamenteux ou en forme tmbéts, a

symétrie hélicoidale. lls infectent les bactériesidmaine des &teria.

Genre Espéce type Principaux hotes
Inovirus Enterobacteria phage M13 Entérobactéries,
Pseudomonas spp.,
Xanthomonas spp.
Plectovirus Acholeplasma phage MV-L51 Acholeplasma spp.,
Spiroplasma spp.
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e Famille desMicroviridae: Ce sont des phages cubiques, possédant de grands

capsomeres et infectant les bactéries du domasBatteria.

Genre Espece type Principaux hétes

Microvirus Enterobacteria phage ¢ X174 Entérobactéries
Spiromicrovirus Spiroplasma phage 4 Spiroplasma spp.
Bdellomicrovirus Bdellovibrio phage MAC 1 Bdellovibrio spp.
Chlamydia phage 1 Chlamydia spp.,

Chlamydiamicrovirus
Chlamydophila spp.

d. Phages a ARN bicaténaire

* Famille desCystoviridae: Ce sont des phages enveloppés, sphériques, angén

fragmenté. lls infectent les bactéries du domairsBdeteria.

Genre Espece type Principaux hétes

Cystovirus Pseudomonas phage ¢6 Pseudomonas spp.

e. Phages a ARN monocaténaire

Ce ne sont pas des phages lytiques, ils n'ont i@t en phagothérapie. Par contre, ces
phages filamenteux ont une propriété particuliedécouverte en 1985): il s’'agit de la
présentation phagique appelée « phage displagst &'dire la présentation de peptides a leur
surface. Ces phages sont de ce fait devenus uhdeutaboratoire important, ainsi qu’un

moyen diagnostic ou thérapeutique.

56



e Famille desLeviviridae: Ce sont des phages a ARN monocaténaire de tgolari
positive, non enveloppés, sphériques et a symétibeue. lls infectent les bactéries

du domaine deBacteria.

Genre Espeéce type Principaux hétes
Levivirus Enterobacteria phage M2 Entérobactéries
Allolevivirus Enterobacteria phage Of Entérobactéries

Le professeur de microbiologie médicale Hans-Waligp&ckermann a proposé un tableau

des principaux €léments caractérisant les farmdéebactériophages (figure 10).

Figure 10 : Résumé des principales caractéristigasgamilles de bactériophages

Symeétrie Ac. nucléique Famille Genre | Nombres Particularités
4950
Binaire DNA, ds, L Myoviridae 6 1243 Queue contractile
Siphoviridae 6 3011 Queue longue et non
contractile
Podoviridae 3 696 | Queue courte
Cubique DNA, ss, C Microviridae 4 40
ds, G, T Corticoviridae 1 37 Capside complexe,
lipidique
ds, L Tectiviridae 1 18 Vésicule interne (lipo-
protéine)
RNA, ss, L Leviviridae 2 39
ds, L,S Cystoviridae 1 1 Enveloppe lipidique
Helicoidal DNA, ss, C Inoviridae 2 57 Filamenteux ou allongés
ds, L Lipothrixviridae 1 67 Enveloppe lipidique
ds, L Rudiviridae 1 2 Ressemble au TMV
Complexe DNA,ds, C, T Plasmaviridae 1 6 Enveloppe lipidique,
pas de capside
s Fusiforme, pas de
ds, C, T Fuselloviridae 1 87 capside

Source : « Le matin des bactériophages », Ackermdnologie, 35-43, 2001.

Hans-Wolfgang Ackermann a proposé un tableau ridapi des principales familles de
bactériophages. Il y présente la symétrie (binainbjque, hélicoidale ou complexe), I'acide nualéiq
(DNA: ADN ; RNA: ARN ; Ds: double brin; L: Li@aire ; ss: simple brin; C: circulaire ; S:
segmenté ; T: superenroulé), le nombre de gentedeephages (estimé) et la particularité
morphologique de chaque famille. Les trois prinlepdamilles de bactériophages (en gris) sont les
Myoviridae, lesSphoviridae et lesPodoviridae.
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3. Ecologie et intérét environnemental des bactériophages

a. Importance numérique des populations bactériennes et phagiques

Les bactéries et virus sont des organismes ubimgstgue I'on peut retrouver dans tous les
biotopes terrestres (figure 11). On estime a envi@°le nombre de cellules bactériennes sur
Terre, avec la répartition suivante : 4.Hactéries par gramme de sol ; f.bactéries par
millilitre d’eau douce et 10 fois plus de cellulesctériennes que de cellules humaines dans le

corps humain.

Par ailleurs, il y aurait 10 fois plus de virus gde bactéries partout ou celles-ci sont
présentes : dans la nature (sols, eaux douces se#es), sur le revétement cutanéomuqueux
des étres vivants, dans leur systéme oro-digestitt une estimation a fbvirus avec la
répartition suivante : entre 1@t 16 virus par millilitre d’eau marine, entre &6t 13° virus

par millilitre de sédiment et environ %0irus par gramme de sol. La majorité des virug son
considérés comme étant des bactériophages, puisgugactéries sont les proies les plus
courantes et que I'abondance des virus est étreitefiee a celle des bactéries. Les phages
sont de tres loin I'entité biologique la plus abant sur Terre (Beitbart, 2012). Il est
fascinant de se représenter tous ces phages :elphage mesurant en moyenne 100 nm de
long, mis bout a bout, tous ces phages constiemrane chaine d’'une longueur d’environ 10
a 100 millions d’années lumiéres (ou encore 100@0 Xois le diamétre de notre galaxie) ; un
phage pése en moyenne *#0gramme, I'ensemble des bactériophages de la planét

représenterait donc une masse d& gtammes soit fonnes.

De par leur distribution, leur nombre et la bioneaspu’ils représentent, bactéries et

bactériophages méritent donc toute notre attention.
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Figure 11 :_ Comparaison de la biomasse (a) etatmitidance (b) des virus avec celles des

procaryotes et eucaryotes dans les océans

[] Prokaryotes
| Bl Protists
\
L ! n Viruses
\

(a) (b)

Source : « Marine viruses-major players in the gladcosystem », Suttle, Nature Reviews
Microbiology, 801-812, 2007

Les virus sont de loin les entités biologiques phss abondantes sur Terre. Les phages
représentent la trés grande majorité de cette apmed lls devancent les procaryotes

(bactéries et cyanobactéries) et les protistesqoni les eucaryotes, autres que les animaux,
champignons et plantes) (b). Toutefois, en raiseredr faible masse, ils ne correspondent
gu’a environ 5% de la biomasse, ce qui les plaicederriére les procaryotes (a).

b. Reproduction et intérét environnemental des phages

Dans la nature, les phages sont des acteurs desvetshombreux écosystemes dont I'étude
est relativement récente (I'écologie microbiennesdson ensemble est une science jeune qui

a moins de 20 ans).

Tous les phages participent a un vaste écosystenmg wee relation dynamique avec les
autres micro-organismes. En particulier, les phagadents permettent de réguler et de
renouveler la biomasse bactérienne: les phagegjuég seraient, dans certains
environnements, responsables de 50% de la mortaditéerienne (en I'absence d’autres
prédateurs des bactéries, comme les microflagellées) phages tempérés seraient quant a
eux, et dans une certaine mesure, des acteursadsfdrt génétique entre bactéries par
transduction. Ce dernier role influence directent@wirulence bactérienne, le développement

de phénoménes de résistance ou encore la fornusitoxines.
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L’homme et I'animal ont été, lors de la découveates phages, I'un des premiers systemes
étudiés. La présence de phages a été montrée eaurili tube digestif, du sang, de I'urine et
de diverses muqueuses (comme celle de la cavitgal®)cCependant, la nature, la fréquence
et le réle des phages ne sont que tres partiellecoemus. Les phages endogénes pourraient
avoir un role potentiel dans la protection de ¢eetsa maladies infectieuses au méme titre que

'immunité.

b.1  Recyclage des nutriments et influence sur le climat

La lyse des bactéries par les bactériophages eghémomene important. En effet, dans les
systemes aquatiques, les bactériophages seraspansables de 10 a 50% de la mortalité des
bactéries. Compte tenu de l'importance numeérique pepulations bactériennes, cette

prédation a un effet primordial sur les communauni&soscopiques et macroscopiques.

La lyse phagique induit la dispersion de débridutates dans le milieu marin, ce qui
participe a la circulation des nutriments dans Haige alimentaire. Cela a également un
impact sur la géochimie locale de par les promidétidéimiques et physiques des éléments
dispersés. Par exemple, la lyse par les bactémmsheonduit a la libération de sulfure de
diméthyle (DMS). Ce composé a une influence sigatiive sur le climat terrestre. En plus de
ses propriétés odorantes (il est responsable dedlocaractéristique de I'air marin), il exerce
un effet refroidissant sur le climat. Une fois oggd dans I'atmosphére, les molécules de
DMS forment un brouillard d’aérosols et participentla formation des nuages. Ceux-cCi
diminuent la dose de radiation solaire recue auanivdes surfaces terrestres et océaniques et

limitent ainsi le réchauffement de la planete.

b.2  Dynamique des populations phagiques et bactériennes

La lyse des bactéries par les bactériophages imfadement les populations bactériennes.
Ceci est d’autant plus vrai quand les bactériophagat présents en nombre important.

La concentration en virus, et donc en bactériophiagéun milieu est un parametre
dynamique, fonction de leur taux de forme activeleefeur taux de multiplication. Dans les
écosystemes aquatiques, le turn-over des virugt ssteémement rapide, entre une heure et
guelques jours. Les ultra-violets participent adégradation des virus, mais tous n'y sont pas

sensibles de la méme facon. En effet, il a étérabsgue certaines cellules hbtes ont une
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machinerie permettant de réparer les Iésions dedéoome dues aux ultra-violets, mais
également de réparer les lésions des génomes wes infectants. La conséquence de ce
phénomeéne est que les virus survivent davantageaaliations dans les zones éclairées que

dans les zones plus sombres.

La croissance des virus dépend de la densité detries. L'h6te doit étre a une
concentration minimale pour qu’une rencontre atlicar les virus se déplacent de facon
passive (plus I'hdte est présent dans I'environmanus la probabilité d’'une rencontre avec
le virus est grande). Or dans la nature, la pludag especes bactériennes ont moins de
nutriments qu’en laboratoire et atteignent donc dessités moins importantes. L’'état
physiologique dans lequel se trouvent les bact&@wlitionne également la réussite de
I'infection. In vivo, les bactéries seraient freguemment en phasersiatie. Or, il a été
observéjn vitro, que les bactéries en phase stationnaire prodotraioins de virus. Les virus
tempérés ont la possibilité d’infecter les bacg@’ils rencontrent, et de rester a I'état de

dormance en attendant un changement de I'enviroenequi permette leur multiplication.

Les virus les plus abondants dans les systemesiqugmne représenteraient que 3 a 5% de
la population virale totale. Les autres populatiemales sont encore moins fréquentes et

estimées a moins de 0,01%.

Les dynamiques des populations virales et bactégesont étroitement liées. On considere
gue les bactériophages infectent préférentiellenentbactéries les plus abondantes, parce
gu’elles dominent en nombre dans la populationéreine totale et que la probabilité d’une
rencontre bactérie-phage est de ce fait plus grdraléyse de la population héte dominante
par un virus libére une niche qu’un nouvel héte pmalbniser. Un virus jusqu’a présent
faiblement représenté peut alors devenir abondlargrsement, un virus alors dominant peut
diminuer drastiquement. C’est la théorie « Killittge winner » formulée par Thingstad et
Lignell en 1997. Elle suggere qu'une grande pasiéaddiversité bactérienne serait générée et

maintenue par la pression de sélection imposémgaésence des bactériophages.

En résumé, les bactériophages, par le phénomeéengsde modifient la dynamique des
populations bactériennes en libérant de nombreuxnments dans I'environnement et en
induisant de forts goulots d’étranglements. Il g'ajun facteur extrinséque a I'espece qui
vient diminuer l'effectif de la population d’originé\ partir de Ia, il y a formation d’'une

nouvelle population par les survivants de l'ancenpopulation. Les bactériophages

contribuent ainsi a la génération et au maintiemé’'importante diversité d’espéces.
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b.3  Evolution de l'interaction bactérie-phage

La forte pression de sélection imposée par lesébaphages sur les bactéries favorise
I'émergence de la résistance bactérienne. Les egtépar leurs pouvoirs d’adaptation,

peuvent devenir résistantes a un ou plusieurs ghage les infectent. Elles sont ainsi

naturellement sélectionnées.

A contrario, Les bactériophages, qui échappent aux mécanidmessistance des bactéries
cibles, peuvent les infecter et se multiplier. HBsront donc, de la méme maniere,

naturellement sélectionnés.

La coexistence des bactéries et des bactériophegese donc sur le principe d’'une évolution
conjointe, dite coévolution antagoniste. Dans le da systeme bactérie/phage lytique, le
parasite dépend de la rencontre avec son héteetdiction permet au phage lytigue de se
multiplier aux dépens de la bactérie cible, et daner (généralement) la mort de I'hote.
Dans le méme temps, I'hdte évolue ce qui lui perdeetievenir résistant et d’échapper au

parasite.

4. Réplication des phages

Un contact entre un bactériophage et une bactétemener a trois types de réactions :

» La bactérie résiste a linfection phagique. Ce ph@&tee peut s’expliquer par
'absence de récepteurs qui permettent la fixadiola pénétration du phage, ou de son
acide nucléique, dans la bactérie ou par la présa®enzymes de restriction au sein de

la bactérie qui dégradent I'acide nucléique phagiqu

* Le phage, ou son acide nucléique seulement, péadtirgérieur de la bactérie et se
multiplie au sein de la cellule bactérienne. Lelest alors qualifié de productif et le
phage est dit virulent. En fonction des bactériggisa le cycle productif peut mener

ou non a la lyse de la cellule bactérienne.

* Le phage, ou son acide nucléique seulement, péaefietérieur de la bactérie et

'acide nucléique phagique s’integre au matériehdgiglue de la bactérie. L’acide
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nucléique du bactériophage va alors persistertatlliatent sous forme de prophage
(virus dont le matériel génétique est intégré anogee de I'héte). Le cycle est qualifié

de lysogénique dans ce cas et le bactériophagmuyeté.

a. Etape d’adsorption et de pénétration

L’étape d’adsorption et |'étape de pénétration sominmunes aux cycles productif et

lysogénique. Il s’agit d’'une étape dite prélimieair

La rencontre d’'un bactériophage et d’'une bactérifag au hasard. La probabilité d'une telle

rencontre dépend donc du nombre respectif de ligidrges et de bactéries dans le milieu.

La rencontre faite, le phage va reconnaitre eixee & un récepteur spécifique de la bactérie.
Ce récepteur peut étre situé au niveau de la pacterienne (lipo-polysaccharides -LPS-,
protéines, acides téichoiques). Il peut égalemérd §tué au niveau de la membrane
cellulaire (pour les bactéries de la classe Meflicutes qui sont dépourvus de paroi), au
niveau des flagelles ou au niveau des pili comnansexuels. Lorsque les phages se fixent
sur des récepteurs situés au niveau des pili sexigebont qualifiés d’anti-males. Il s’agit de

bactériophages appartenant a la familleld®sviridae.

Les phages de l'ordre d€audovirales se fixent par I'intermédiaire d’'une fibre de laege
qui reconnait un récepteur de la paroi de la biactérés rapidement, les autres fibres de la
gueue se fixent alors au récepteur, ce qui permphage de se lier fortement a la bactérie et

de mettre en contact sa plaque terminale aveata ga la bactérie.

De la méme maniere que pour les médicaments,tiluiael étroite sélectivité entre le phage et
le récepteur bactérien pour que I'adsorption sodisfiide. C’est pourquoi, une bactérie n’est
sensible qu'a un nombre restreint de bactériophagegu’'un bactériophage est capable
d’infecter un nombre, généralement, restreint dedvees. Il existe cependant des exceptions :
le phage PRD1Hnterobacteria phage PRD1, famille desTectiviridae), par exemple, peut
infecter des bactéries appartenant aux famileserobacteriaceae, Pseudomonadaceae,

Bacillaceae et Vibrionaceae.

La pénétration est variable selon les phages. i@srbactériophages pénetrent intégralement
a l'intérieur de la bactérie et libéerent leur megégénétique une fois la capside dégradée.
D’autres bactériophages transferent seulemenntatériel génétique a l'intérieur de bactérie,

c’est par exemple le cas ddyoviridae. Chez ces phages, le lysozyme de la plaque telenina
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permet de lyser le peptidoglycane, constituant &omehtal des parois bactériennes. Le
contact entre la plaque terminale et la paroi begtae entraine la contraction des anneaux
protéigues de la gaine contractile ce qui conduitn@ pénétration du canal central du
bactériophage dans la bactérie. Le canal centmlixcpermet au matériel génétique (en
l'occurrence I'ADN double brin chez Iddyoviridae), initialement présent dans la téte du
phage, de passer dans le cytoplasme de la badtériphage, dépourvu de son matériel
génétique, ne joue plus aucun role. Il peut sstierfixé a la bactérie soit s’en détacher.

b. Cycle productif

L’infection d’'une bactérie par un bactériophage eatrainer un détournement de la

machinerie cellulaire de la bactérie et de sesit&Esi métaboliques au profit du virus.

b.1  Réplication du génome d’un phage a ADN

Pour étudier la réplication du génome des virusDdNAon peut utiliser le modele du phage
T4 (Enterobacteria phage T4) qui possede un ADN bicaténaire dans lequel
I’hydroxyméthylcytosine remplace la cytosine. Laligation de 'ADN et la synthese des
constituants viraux s’effectuent en 4 phases guiespondent aux fonctions hyper-précoces,
aux fonctions précoces, a la réplication de 'ADNagique et aux fonctions tardives. Puis
vient la phase d’assemblage (figure 12).

» Fonctions hyper-précoces :

Dans la premiere étape, une petite partie de I'Aibldgique est transcrit par la transcriptase
bactérienned>pf'o), puis un ARN messager (ARNm) est traduit en umessunités’. Cette
sous-unité remplace la sous-unité de la transcriptase bactérienne. La transcriptase
bactérienne ainsi modifiéen{3B'c’) a la capacité de transcrire environ 20% de I'ADN

phagique.
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» Fonctions précoces :

La phase précoce conduit d’'une part a la synthageediésoxyribonucléase, enzyme capable
de cliver 'ADN de la bactérie. D’autre part, eflermet la synthese d’hydroxyméthylcytosine
qgui remplace la cytosine dans I'’ADN phagique. Geluéchappe de ce fait a I'action des

enzymes de restriction de la bactérie et de la gébmnucléase phagique.

* Réplication de 'ADN phagique :

Cette étape fait intervenir une enzyme : une ADNmpérase ADN dépendante virale.

* Fonctions tardives :

Il'y a synthése d’'une sous-unit& qui remplace la sous-unité (codée par le phage) de la
transcriptase bactérienne (précédemment modiligelranscriptaseaBB'c”) ainsi modifiee
peut transcrire environ 80% du génome phagiquest@ie cours de cette phase tardive que se

font les syntheses du lysozyme, des protéineststales et des protéines d’assemblage.

* Phase d’assemblage :

Elle a lieu aprés la synthese des protéines loréadghase tardive. L'assemblage est un
phénomeéne complexe qui fait intervenir trois « neaide montage » spécialisées : une pour
la téte, une pour les fibres et la derniére pogukeue. L'encapsidation de ’ADN se déroule a

la fin de 'assemblage des capsomeéres de la téte.

Les virions néoformés s’accumulent dans le cytopiasle la bactérie. lls sont libérés par
I'action du lysozyme phagique qui permet la lysdadeellule bactérienne. Le cycle productif
du phage T4 est donc un cycle lytique. La duréeedeycle est de 25 minutes.

Toutefois, tous les cycles productifs ne sont pas aycles lytiques. Par exemple, les phages
filamenteux a ADN (comme ceux classés dans la faniésinoviridae) sont libérés par
extrusion a travers I'enveloppe des bactéries.dagtéries continuent donc a se diviser tout

en produisant des phages. C’est un phénomene dimfiechronique.
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Figure 12 : Schéma d'un cycle productif du bacwirage T4
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Source : « Abrégé de Bactériologie Générale et bddeli» Jean Paul Euzéby, site internet crée en
2006.

Ce schéma met en évidence les différentes étapescsitle lytique du phage T4. Tout d’'abord, il y
adsorption du phage et passage de son matéridiqgénéans la bactérie. Puis, la production d’ARN
messagers précoces permet la synthése de la sit@is‘umodifiant la transcriptase bactérienne et le
métabolisme de la bactérie. Ceci est a l'originelalesynthese d’'une polymérase (qui permet de
répliquer I'ADN phagique), d’'une désoxyribonucléadéydroxyméthylcytosine et de la sous-unité
¢” modifiant de nouveau la transcriptase. Cettenthye permet la transcription de I'acide nucléique
du phage et de la synthése d’ARN messagers talidifa alors synthése des protéines de la capside,
des protéines catalytiques d’assemblage et duyysezLes phages sont enfin constitués, avant d’étre
libérés (200 a 1000 par bactérie) par I'actionydotyme.
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b.2  Réplication du génome d’un phage a ARN

Pour étudier la réplication du génome des phag&R’M, on peut utiliser le modele du phage
MS2 (Enterobacteria phage M2, de la famille deseviviridae). Ce phage est un virus a ARN

monocaténaire de polarité positive (TARN se conpaomme un ARN messager). Il est a
symétrie cubique, non enveloppé et dépourvu de queaecapside est composée de 32

capsomeres.

La pénétration de 'ARN phagique dans le cytoplagraetérien n’est pas encore totalement
élucidée. On sait pour I'heure que l'adsorptionfaié au niveau des pili sexuels. L'ARN

phagique comporte 4 genes :

* Un premier gene code pour la synthese de la peotiria capside.

* Un second gene code pour la protéine permettargclannaissance et I'attachement

du phage au récepteur de la bactérie.

* Un troisiétme gene code pour une ARN polymérase ARpendante (ou réplicase).
Elle est synthétisée de maniére trés importante ldéspremiéres minutes de
l'infection. Cette réplicase permet la formationARN bicaténaires (qui sont des
intermédiaires de réplication comparables a ceuxsgudorment lors de la réplication
des Picornaviridae) ce qui conduit a la formation de nombreuses OpPiARN a
polarité positives qui pourront soit donner de reaux intermédiaires de réplication,

soit se comporter comme des ARNm et permettredthége de protéines virales.

« Un gquatrieme gene code pour une protéine respansibla lyse bactérienne. Ceci

permet la libération des virions néoformés.

Le cycle dure une vingtaine de minutes.
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c. Cycle lysogénique

Certains bactériophages, appartenant tous a I'OdéieCaudovirales, sont des phages
tempérés. Ces phages vont intégrer leur matérigdtggie au chromosome bactérien sous la
forme d’'un prophage, incapable de se répliquer d@iéne autonome. La réplication du
prophage est donc liée a celui de 'ADN de la bactdinsi, s’établit entre la bactérie et le
phage (son matériel génétique tout du moins) utaioe de longue durée qui peut étre
réversible dans certains cas. La bactérie estiyditméne et le cycle de réplication phagique

est appelé cycle lysogénique.

La lysogénie a été découverte lors de I'étude dagph (Enterobacteria phage A de la
Famille desSphoviridae) qui infecteEscherichia coli. Ce phage est constitué d’'une téte et
d’'une queue non contractile. Son matériel génétiegtede I'’ADN bicaténaire, linéaire et
ayant, a ses extrémités, des brins monocaténairk® decléotides dont les séquences en base
sont complémentaires, ce qui permet des apparismées séguences monocaténaires sont

gualifiées de bouts collants.

Comme précédemment, I'étape préliminaire de I'gotsam permet la pénétration du matériel
génétique du phage dans le cytoplasme bactéri&N'phagique va ensuite se circulariser,
grace a ses sequences terminales monocaténaikesvas) ceci permet a ’ADN phagique de
s’intégrer au chromosome bactérien. Cette étapentairvenir une enzyme, l'intégrase, qui
est codée par le gene phagidqoe et des sites d’attachements présents a la foisADN
phagique et sur le chromosome bactérien. Le satathement bactérien est situé entre les
opérons galactose et biotine (figure 13). Toutefoertains phages, comme le phage P2
(Enterobacteria Phage P2, de la famille dedvyoviridae) qui infecteEscherichia coli ou le
phage P22 Hnterobacteria Phage P22, de la famille desPodoviridae) qui infecte des
salmonelles, peuvent avoir différents sites d’ireéign au niveau du chromosome bactérien.
Le phage Mu-1HEnterobacteria Phage Mu-1, de la famille de$/yoviridae) peut, quant a lui,

s’intégrer totalement au hasard sur le chromosaw&hen.
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Figure 13 : Schéma de l'intégration de 'ADN phagq@u chromosome bactérien
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Source : « Abrégé de Bactériologie Générale et bédeli» Jean Paul Euzéby, site internet crée en
2006.

A est un géene impliqué dans la maturation ; J estas génes codant pour une protéine structurale de
la queue ; Cl est I'un des géenes de régulation.

L'intégration de I'ADN phagique dans le génome dedte se réalise par recombinaison site-
spécifique, entre un site alt (site d’attachement) présent sur 'ADN phagiquéeedite att B (site
d’attachement) situé sur le chromosome de la hiaclée site att B est situé entre les gegals(gene
codant la galactosidase, enzyme de dégradatioraldetgsides) ebio (géne codant pour la voie de
biosynthése de la biotine). L'intégration dansHeomosome nécessite l'intervention d'une intégrase
codée par le geniet du phage. Sous certaines conditions, le prophagera s'exciser et s'engager
dans cycle lytique. Cette excision nécessite tirstge produite par le phage et également I'excisase
codée par le génés du phage. L'excision reconstitue les sites att &te.

Il existe des excisions anormales. Dans ce caspartee du chromosome bactérien est intégrée au
génome phagique (le gegal a gauche et le ger®o a droite). Inversement, une partie du génome
phagique initial persiste au niveau du chromosometdnien (le gene J a gauche et le génea
droite).
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Lorsque I'ADN phagique est intégré au chromosometdveen, il perd ses capacités de
réplication autonome. Le prophage se réplique domnméme temps que le génome bactérien

lors de la division cellulaire et est transmis aahules filles.
La lysogénie présente deux caractéristiques prifespa

» Une absence d’expression des genes phagiques ir@plaans le cycle productif

» Une protection vis-a-vis d’une infection par un ghdaomologue

Ces deux caractéristiques sont liées a la présdire répresseur, protéine codée par le
génome du bactériophage, qui se fixe sur les aaésawiraux. Il a pour réle d’empécher la
plupart des fonctions virales. Ainsi, seules quefgfonctions précoces sont conservées et

peuvent s’exprimer dans la bactérie lysogene.

Mais le répresseur peut étre réprimé, ce qui peatwms I'expression du prophage et le
déclenchement d’'un cycle productif, comparablelai ckcrit précédemment (avec le phage
T4). Le passage d’'un cycle lysogénique a un cyaduyctif est appelé I'induction (figure 14).
Cette induction peut étre soit spontanée, ce duiaes, soit induite. Selon les bactériophages
et les bactéries, linduction a une fréquence alldat 10* (toutes les 100 divisions
bactériennes) a 10 La fréquence de I'induction est augmentée papdsition & des rayons
X, des rayons UV, de I'ypérite, de I'éthylene-imides peroxydes organiques...Ces facteurs
permettent en effet d'inactiver le répresseur decqoduit a une expression totale du génome

phagique.

Le gene xis phagique code pour une enzyme, I'egsejsqui, associée a l'intégrase, inverse
son processus et permet I'excision (figure 13). MM phagique est alors libéré du

chromosome bactérien et le cycle productif peutrdiei.

Le prophage apparait donc comme étant un génomemegpotentiellement létal qui se

maintient au niveau du chromosome bactérien etgteaitransmis a la descendance.

Enfin il existe un mode particulier d'induction, &b induction zygotique. Elle intervient

lors de la conjugaison d’'une bactérie Hfr (Hautmfrence de recombinaison ; souche ayant
un plasmide, facteur F, intégré au chromosome hantéqui étre transmis avec une partie du
chromosome) lysogene et d’'une bactéri€bactérie réceptrice dépourvue du facteur F) non
lysogene. Le zygote est le résultat de la sexuaditdérienne et contient du matériel génétique
de deux cellules qui conjuguent. La bactérie Hfm@e ») est donneuse de son matériel
génétique, la bactérie F- (« femelle ») est receweDdans ces conditions, le prophage de la
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bactérie Hfr pénetre dans la bactérigli est dépourvue de répresseurs. Le prophagersa a
s’exciser et déclencher un cycle productif (indut}i Les bactéries Fsont lysées et on
n’obtient donc pas de transconjugants.

L’expérience inverse, l'utilisation d'une bactéRe lysogéne, qui a un prophage intégré dans
son chromosome et une bactérie Hfr non lysogenepnduit pas a la lyse bactérienne. Le
phénomene est donc asymétrique. Dans le premieseanent, le prophage change
d’environnement cytoplasmique : du cytoplasme d’'baetérie lysogéne, il passe dans le

cytoplasme d’'une bactérie non lysogéne, ou I'alesate répresseurs permet au phage de

s’exprimer selon un cycle lytique. Dans I'expériemnigverse, I'environnement cytoplasmique

du phage n’est pas modifié, ce qui explique quehEnomene d’induction ne survient pas.

Figure 14 : Schéma d’un cycle d’'infection lytigusuplé a I'état de lysogénie

° Occasionnellement, le prophage peut étre
excisé du chromosome bactérien, initiant
un cvele Ivtique

o Adsorption du phage et
injection de son ADN

ADN phagique

chromosome

bactérien /_'—_—h\:\ Divisions
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@ Synihése d"ADN et protéines phagiques @ L'ADN phagique est intégré dans le chro-
puis assemblage mosome bactérien par recombinaison, deve-
nani un prophage

Source : site internet www.microbiologie-medicale.f

La partie bleue (1, 2, 3A, 4A) correspond au cygd®génique tandis que la partie rouge (3B, 4B, 5)
correspond au cycle lytigue. L'ADN phagique s'im&gau niveau du chromosome bactérien et
persiste a I'état de prophage. Il n'exprime pasf@estions dans la bactérie mais il y a synthese, d
facon continue, d'un répresseur speécifique, cysopigue, qui réprime I'expression du génome
phagique. Sous l'effet de certains agents (rayovisrdyons X...), lI'expression du gene répresseur
peut se trouver inactivée, ce qui provoque l'inthrct(passage d'un cycle lysogénique a un cycle
lytique). Les génes phagiques s'expriment alor¢e etycle de multiplication du phage reprend,
produisant des particules infectieuses, libéréesadgse de la bactérie.
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d. Conversion lysogénique

La conversion lysogénique est un phénomene au adwgsel le prophage exprime des

fonctions précoces qui sont susceptibles de modésepropriétés de la bactérie hote.

Ainsi, les genes responsables du pouvoir pathodérmrtaines bactéries sont par portés des
prophages intégrés au chromosome bactérien. Leigarexemple de conversion lysogénique
a été mis en évidence chez la bact@aeynebacterium diphteriae. Une souche de bacilles
diphtériques ne produit la toxine diphtérique guells héberge, a I'état de prophage, le phage
tempéréB (Coryneforms phage g, de la famille deSiphoviridae). Lorsque la souche perd son
prophage, elle perd sa capacité a produire la ¢oxiry a donc une dépendance directe entre

le caractere lysogénique et toxicogene de la bhad@érynebacterium diphteriae.

Il existe d'autres toxines qui sont codées par desphages intégrés au chromosome
bactérien : la toxine érythrogene @reptococcus pyogenes (souche responsable de la
scarlatine), la staphylokinase et I'entérotoxinel@Saphylococcus aureus, les toxines Stx
(Shiga-like toxine ou vérotoxine) des souchdsscherichia coli ou encore les neurotoxines C
et D deClostridium botulinum.

La conversion lysogénique peut également conduidesy modifications antigéniques de
surface de certaines souches bactériennes. Aihsg tes salmonelles, le groupe E1 est
caractérisé par des sérovars 0:3,10. Un sérovarsévatype désigne I'ensemble des
caractéristiques antigéniques de certains micronisgees permettant de différencier des
souches appartenant a une méme espece ; les mhiggdes O sont situés au niveau de la
paroi. Dans ce groupe E1, la spécificité antigémiqu10 peut devenir O:15 lorsque la
salmonelle est lysogene pour le phafyg. Une salmonelle possédant la spécificité O:15 pe
acquérir la spécificité 0:34 lorsqu’elle hébergghage tempéré34 (0:3,15-> 0:3,15,34,
ancien groupe E3). Les antigénes somatiques (@njaun réle dans le pouvoir pathogene du
germe. lIs représentent I'endotoxine qui est libééns le milieu extérieur lors de la lyse des
bactéries. Toute modification des antigénes somesiga donc des répercussions sur la
pathogénicité des bactéries. De plus, les antiggDeprovoquent dans un organisme
'apparition d’anticorps anti-O, spécifiques destaies qui ont déterminé leur formation. Le
sérotypage, basé sur la caractérisation des apgaamatiques (O) et flagellaires (H), permet
le classement des sous-especesalimonella en sérotypes. Les bactéries donnent avec les
sérums anti-O une agglutination. Ainsi, les facdeDrl5 ou O:15,34 se substituent au facteur

0:10 qui n’est plus agglutinable.
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5. Transduction

La transduction est un transfert de matériel ggoéti ADN chromosomique ou extra-
chromosomique, par des bactériophages dits trategsc En regle générale, la transduction
se fait essentiellement avec des bactéries de neSpece ou d’especes apparentées ; ceci
s’explique par la nécessité d'une étroite spétdieintre le bactériophage transducteur et la
bactérie. Cependant, avec certains phages, ladtratien peut avoir lieu avec des souches
bactériennes appartenant a des especes phylogéaméqt tres éloignées. C’est par exemple
le cas pour le phage PRD1 (appartenant au gesutevirus) qui infecte les Entérobactéries,

lesBacillus spp., ledPseudomonas spp. et led/ibrio spp.

Le phénomene de transduction a été découvert et p8b Zinder et Lederberg chez
Salmonella thyphimurium (les résultats furent publiés en 1952). Une cealtde la souche
LT-2 de Salmonella thyphimurium (souche auxotrophe pour I'histidine, c’est a diveapable

de synthétiser ce composé organique nécessaire désetoppement) et une culture de la
souche LT-22 (souche auxotrophe pour le tryptophaomt chacune placées dans une
branche d’'un tube en U. Ces branches sont sépartedase par une membrane en verre
fritté qui exclut un contact entre les deux soudbastériennes. On observe 'apparition de
souches prototrophes (organismes capables deéduenlilans un milieu de base, ou milieu
minimum, sans nécessiter la présence de facteucsoissance particulier : ils synthétisent
eux méme les substances nécessaires & leur mttifér avec une fréquence de1Ces
souches prototrophes appartiennent uniquement asolache LT-22 deSalmonella

thyphimurium.

La fréquence élevée d’apparition de souches pagbés exclut 'hypothése d’'une mutation
de la souche LT-22 dgalmonella thyphimurium. De plus, la présence d’'une membrane en
verre fritté exclut 'hypothese d’'une conjugaisagsdsouches LT-2 et LT-22 dalmonella
thyphimurium. Enfin, le fait que I'addition d’'une ADNase ou dé&gribonucléase (enzyme
catalysant I'hydrolyse des liaisons phosphodiedtsr acides désoxyribonucléiques) dans le
milieu n'empéche pas l'apparition de souches propttes exclut I'hypothéese d'une
transformation. La seule explication possible ésekistence d'un transfert de matériel
génétique sous une forme suffisamment petite, passer au travers du verre fritté, et
protégée, pour ne pas subir I'action de I'ADNasett€ explication a été étayée par
l'identification du phage P22 qui permet le tramsfie matériel génétique entre les souches
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LT-2 et LT-22. Lorsque des anticorps neutralisaitiggés contre le phage P22 sont ajoutés

dans le milieu, la transduction n’a plus lieu, ceapnfirme I'hypothése précédente.

Plus tard, le phénomene de transduction a été\absbez de nombreuses bactéries & Gram

négatif et positif.

Il existe deux types de transduction : la transdacgiénéralisée et la transduction localisée,
dont les mécanismes reposent sur les deux typesptieations précédents (cycle productif et

cycle lysogénique).

a. Transduction généralisée

La transduction généralisée, ou non spécifiquet, pancerner tout fragment d’ADN qu’il soit
chromosomique ou extra-chromosomique, pourvu queilie du fragment soit compatible

avec son encapsidation.
La transduction généralisée fait intervenir desgeBavirulents.

Lors d’un cycle productif, un géne de I’ADN phagégoode pour une désoxyribonucléase qui
détruit le chromosome bactérien. Au moment de laphmgenése, un fragment d’ADN

bactérien peut étre encapsidé, par erreur, eretigliace de 'ADN phagique. Pour que cela
puisse avoir lieu, la taille du fragment du chroorae bactérien doit étre comparable a la
taille de 'ADN phagique. En particulier, le fragmede '’ADN bactérien doit correspondre a

environ 1% du chromosome bactérien entier.

Le phage ayant incorporé le fragment d’ADN bactémne peut plus se répliquer : il est dit
défectif. Il peut cependant transférer le fragndADN a une bactérie réceptrice. Les étapes
d’adsorption et de pénétration de 'ADN ne sont paxdifiées chez le phage défectif. Le

transfert du matériel génétique a une bactérieptéce offre deux possibilités (figure 15) :

* Le fragment d’ADN va s’intégrer par recombinaisamtologue au matériel génétique
de la bactérie réceptrice. Ainsi, toute la desceoelade la bactérie réceptrice porte

I’ADN transféré. La transduction est dite compléte.
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 Le fragment d’ADN ne s'integre pas au matériel g de la bactérie réceptrice
mais reste libre. Les génes transmis sont fonctilsnet peuvent étre exprimés mais ils
ne seront pas répliqués. Lors de la multiplicatb@ettérienne, seule une des deux
cellules filles acquiert le fragment d’ADN trang#ér Au cours des divisions

successives, le fragment d’ADN sera peu a peu.diaéransduction est dite abortive.

La transduction généralisée permet d’expliquer dérience de Zinder et Lederberg. La

souche LT-22 dé&almonella thyphimurium est lysogénisée par le phage P22. Ce phage peut

occasionnellement s’exciser et déclencher un qyductif. Il y a alors formation de virions
qui sont libérés dans le milieu extérieur par Ilgeda cellule bactérienne. Ces virions passent
au travers de la membrane en verre fritté, ce @ui permet d’infecter la souche LT-2. Le
phage P22 se multiplie selon un cycle productifcale souche LT-2. Certains virions
néoformés incorporent par erreur, lors de la mogphése, un fragment de chromosome
bactérien qui comprend le gene codant pour I'atiie du tryptophane (virions défectifs). lls
passent la membrane en verre fritté et integregéie dans la souche LT-22 de Salmonella

thyphimurium, qui devient alors prototrophe.
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Figure 15 : Schéma de la transduction généralisée
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Source: «Abrégé de Bactériologie
Générale et Médicale » Jean Paul
Euzéby, site internet crée en 2006.

Lors de la premiere étape, I'ADN
bactérien est détruit par une
désoxyribonucléase codée par le phage
infectant, au cours d’'un cycle productif.
Lors de [Iencapsidation de [I'ADN
phagique, un fragment d’ADN bactérien
peut étre encapsidé par erreur, de temps
en temps, en lieu et place de I'ADN
phagique néosynthétisé (la taille du
fragment d’ADN bactérien doit étre
proche de celle de 'ADN phagique).
Ainsi, la  population  phagique
néoformée obtenue (le lysat phagique)
est constituée pour I'essentiel de phages
descendants identiques a leur parent
(rouge) et de rares phages ayant
incorporé de I'ADN bactérien (vert).
Ces-derniers sont infectieux mais
défectifs : la capside est « normale », les
étapes d’adsorption puis d’entrée de
'’ADN ne sont pas modifiees mais le
génome entrant ne code plus un cycle
phagique.

Dans un second temps, le phage défectif
transporte et injecte 'ADN de la souche

donneuse. Il peut alors se produire une
recombinaison homologue avec I'ADN

de la bactérie receveuse. La bactérie
acquiert ainsi un (ou des) gene(s) de la
bactérie donneuse et toute sa

descendance également. La transduction est ditpléter(a droite). Enfin, le fragment d’ADN peut
rester libre : TADN n’est pas répliqué mais lesngg transmis sont fonctionnels et peuvent étre
exprimés. Aux cours des divisions successivesragnfent est peu a peu dilué. La transduction est

dite abortive (a gauche).
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b. Transduction localisée

La transduction localisée fait intervenir des plsagampérés. Elle correspond a une excision
anormale du prophage. En effet, lorsque le répuessst réprimé, le passage d'un cycle
lysogénique a un cycle productif s'opére. Il y aral normalement excision de I'ADN
phagique dans son intégralité. Il peut arriver celte étape d’excision soit défectueuse : il y a
alors excision d’'une molécule d’ADN hybride compasBun fragment d’ADN phagique et
d’'un fragment d’ADN bactérien qui est adjacent adae d’intégration du prophage (d’ou le

nom de transduction localisée). Cette excisionaééeise a une fréquence de I'ordre dé.10

Dans le cas du bactériophagecité précédemment (partie Ill. 4 b.2), la trangaurc est
spécifique et seuls les génes gal et bio peuveat®@nsférés. Le phage transductegyal est
un phage défectif, incapable d'initier un cycle qurotif. Par contre, le phage transducteur
Abio peut accomplir un cycle productif mais est patale de donner un cycle lysogénique.

Lorsque le phage possede plusieurs sites d’iniégratossibles (Enterobacteria Phage P2,

Enterobacteria Phage P22...), la transduction lamaligevient non spécifique.

Enfin, avec le phage Mu-1, qui peut s’intégrer lateent au hasard dans le chromosome
bactérien, de nombreux génes bactériens peuventratrsférés. La transduction localisée a

alors des allures de transduction généralisée.

6. Spécificité phages-bactéries

Une des propriétés importantes des phages esétimite sélectivité d’especes. Ceci signifie
gu’ils n'attaquent qu’une espece bactérienne peé@ssouvent méme, uniquement quelques
représentants d’'une espéece donnée. D’autre pasxigte pour la plupart des especes

bactériennes plusieurs bactériophages susceptiellEs infecter.

Cette sélectivité est due au fait que pour infeater bactérie, le phage doit reconnaitre des
structures situées a la surface de la bactéridugpermettent de s’y accrocher. Quand on se
place du point de vue de la phagothérapie, cettiicplarité est a la fois un avantage et un

inconveénient par rapport a une antibiothérapie.
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a. Avantage

L’avantage de cette sélectivité est la reconnagssanla destruction d’'une espece bactérienne
généralement unique : I'espéce bactérienne patleodérs antibiotiques, notamment ceux a
large spectre, détruisent (lorsqu’ils sont bacitdeis) sans discernement de nombreuses
especes bactériennes, y compris celles nécesaaitesn fonctionnement de I'organisme. La
conséquence est la possibilité d'effets indésigmbbdus ou moins graves. En guise
d’exemples, rappelons le risque de diarrhées (fritcaxgec I'amoxicilline), préjudiciable chez
les patients faibles et alités. L'administratiomartibiotiques a large spectre peut permettre a
certaines bactéries commensales de la flore digestésistantes aux antibiotiques, de se
développer de maniere importante, et pour certadiesprimer leur virulence (comme
Clostridium difficile).

b. Inconvénients

Tout d’abord, la souche bactérienne, initialemehtecd'un bactériophage, peut subir une
mutation qui entraine une modification de sa stmecte surface, affectant la fixation de ce
bactériophage. Celui-ci devient alors inefficacen @btient alors une bactérie devenue
résistance a I'action du phage, comme cela esilpjesm/ec les antibiotiques. Il est possible
de minimiser cet inconvénient par I'administratioanjointe de bactériophages ayant des
cibles différentes au niveau de la surface bacetggeAinsi, comme pour toute mutation, les
fréquences respectives des mutations potentiéllddiionnent et le risque de voir apparaitre
un mutant résistant a tous les bactériophages #irém est infime. Cette solution avait

d’ailleurs été imaginée tres tét par Felix d’Hézell

L’autre inconvénient de cette sélectivité est qaaerpges bactériophages ayant un spectre tres
étroit, il est nécessaire d’isoler au préalablédatérie responsable de l'infection pathogéne.
En effet, seule la connaissance précise de larmgérmet de déterminer et de propager le
ou les phages qui I'infecteront. La qualité du @véiment, tout comme le rdle du laboratoire
de bactériologie est donc primordial. L'utilisatidiantibiotiques a large spectre peut, dans de
nombreux cas, permettre de s’affranchir d’'une g@igarfaite de I'analyse initiale. De plus,
un traitement probabiliste peut étre entrepris,cadautant plus de chance de réussite que
'expérience du praticien est étendue et que lectepede I'antibiotique est large. La
phagothérapie n’offre pas ou peu ces possibilitéstéfois, I'existence de diagnostics rapides

et de suspensions phagiques ayant une activitqh@rde 100% sur une espece donnée (par
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exemple, I'existence de préparations phagiquesexcsur pratiquement 100% des souches de
Saphylococcus aureus) permettraient un gain de temps de précieux paunise en route
d’'un traitement. De plus, une stratégie complénienfzeut étre envisagée, par I'utilisation de

préparations adaptées a I'écologie d’'un hopital.

Enfin, les infections a germes multiples (notammanaérobies) peuvent constituer une
derniere limite aux traitements phagiques. L'existede cocktails phagiques, ou suspensions

polyvalentes, adaptés aux germes en cause petérlicei risque.

7. Méthode d’obtention de phages a destinée thérapeutique

Comme cela a été mentionné précédemment (parti8)llles bactériophages sont présents
partout ou il y a des bactéries. Mais c’est dapsekux usées, les égouts, que l'on trouve le
plus facilement les bactériophages dirigés contre bactérie pathogéne. Lorsque les
prélevements (échantillons d’eau d’'un fleuve ound’'uiviere qui traverse une zone habitée)

sont réalisés, il suffit ensuite de suivre les ppales étapes suivantes :

a. Propagation

» |l faut tout d’abord centrifuger les échantillorieal sale et laisser décanter (dissocier
dans un mélange les phases solide et liquide quét@nséparées par centrifugation)
pour éliminer les débris. Les phages, de tresepdditle, restent au-dessus, dans le
surnageant. Puis, une filtration du surnageantidel d'un filtre de 0.2um, permet
d’éliminer les bactéries de la préparation. Ladtlicontient en suspension un nombre

important de phages différents et éventuellememuiplusieurs phage(s) candidat(s).

* Ensuite, les bactériophages de la préparation susiten contact avec la bactérie
pathogéne isolée a partir du patient. Pour celanélange la bactérie dispersée dans

un milieu liquide avec la préparation précéderte obtient un bouillon.
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Il faut laisser incuber pendant plusieurs heuréaggalement sous agitation douce et a
35°C. Si la préparation contient un ou plusieursgpfs) lytique(s) pour la bactérie
pathogene, seul(s) ce(s) phage(s)se propage(ngyaerd nombre. En effet, chaque
phage ayant reconnu une bactérie cible a procéulé@séeurs cycles dont chacun a
produit environ 100 phages identiques en une h&me¢héorie, on obtiendrait 10 000
phages au bout de 2 heures, puis 1 000 000 audecBtheures et ainsi de suite...En
pratique, on arrive a des limites infranchissabledait de I'élimination compléte de
la bactérie au sein du bouillon. Cette croissaxp®mentielle exceptionnelle dépasse
largement celle des bactéries. Bien qu’ayant ugelknte faculté de reproduction, les
bactéries donnent tout au plus quelques centameéestendants dans le méme temps.
Le processus peut donc s’arréter en quelques heungartir du moment ou il N’y a

plus de bactéries en nombre suffisant.

Au terme d'un temps convenu, il faut stopper ce hifpement et détruire les
eventuelles bactéries pathogénes réesiduellesdel@du chloroforme, qui ne dénature

pas les phages.

Une nouvelle centrifugation suivie d’une filtratisont nécessaires pour éliminer les

débris bactériens.

A la fin de ces étapes préliminaires, la suspengiontient un nombre inconnu de
bactériophages et peut-étre méme un mélange deeynisiespeces de bactériophages (en

proportion variable), susceptibles de lyser la méartérie. On peut s’en assurer en déposant

bY

une goutte de la préparation sur un tapis de laébac identique a celui qui permet
d’effectuer un antibiogramme. Il est dailleurs pibde de réaliser les deux tests
simultanément, dans la méme boite de Pétri. Laepogsd’'une zone de lyse bactérienne

témoigne de I'activité phagique de la préparation.

b. Purification
L'objectif est d’'isoler chacune des différentesriuelles variétés de phages.

Elle se fait a partir du principe suivant : a uragp de lyse correspond un clone phagique.

(Un clone est le produit d’'une multiplication edéintique de bactériophages issus d’'un méme
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ancétre). Pour les bactériophages, comme pourolement bactérien, a partir d’'une colonie

on obtient la purification d’un phage par clonaeur cela, il suffit :

Tout d'abord de diluer un certain nombre de fois paeparation obtenue
précédemment (de dix en dix) de maniéere a ce diialy on obtienne une dispersion

des phages pour gu’ils soient isolés.

Puis d’étaler les dilutions sur une gélose en bdéePétri. Deux techniques sont
envisageables : I'isolement direct et la double beud&n microbiologie, I'isolement
se fait grace a la rapidité des effets observatpes provoque la multiplication des
micro-organismes (ou des entités) étudiés, baadériarus.

Dans la technique de l'isolement direct, les baesépathogénes sont déposeées a la
surface de la gélose. Dans un deuxieme temps,ob® ¢éhaque bactériophage au-
dessus du «tapis bactérien ». En dix-huit a vipgttre heures d’incubation, les
bactéries se sont multipliées et des colonies sé feomées sur la gélose, sauf a
'endroit ou avait été déeposé le bactériophagesdqus le bactériophage lyse les
bactéries qu’il rencontre, a certains endroitsyilanpas de colonies bactériennes mais
une tache claire ou vierge qui correspond a urenede bactériophages.

Une variante de cet isolement, s’appelle la méthdmléa « double couche ». Un peu
plus délicate et technique, elle consiste a mélapgedes proportions définies, la
bactérie pathogene et le bactériophage dans udegelose liquide que I'on coule a

la surface de la gélose.

Il faut ensuite choisir un (ou plusieurs) phage@lé(s). Les plages d’aspects
différents correspondent généralement a des phdiffésents. Une fois prélevé, le
phage doit étre propagé sur une suspension fraiehkan bactérie, comme lors de

I'étape de propagation.

Enfin, il faut recommencer autant de fois que ngames cette étape afin de s’assurer
d'un clonage parfait. Comme en bactériologie, deuxtrois opérations suffisent.
Cette opération cyclique permet de s’assurer qmoambre maximal de phages est
produit a chaque cycle. (L'importance de cette @tapait soulignée par Felix

d’'Hérelle et de nombreux phagothérapeutes).
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c. Numération

Apres l'isolement et la purification, il convieniedconnaitre le nombre de phages actifs
contenus dans la suspension. Il s'agit de s’assonr®de cette étape que celle-ci a un pouvoir
suffisant, qui est conditionné par un titre impnottd_e titre, nombre de particules phagiques
lytiques par unité de volume, est généralementieéen PFU (Plage Formant Unité) par
millilitre (mL). De tout temps, il a été recommandig n’utiliser que des suspensions ayant un
titre au moins égal & 1PFU par mL. Mais des titres supérieurs, dé a0, peuvent étre
obtenus et sont préférables.

C’est par une observation de la lysevitro que le nombre de particules phagiques lytiques
présentes dans un milieu liquide sont comptabsgiséa technique n’est pas tres différente de
celle utilisée pour compter les bactéries. Pour desnieres, il suffit de compter
macroscopiquement les colonies présentes a lacsudaine gélose. Pour les phages, on
compte le nombre de plages claires sur un tapisutlare bactérienne. Dans I'un et l'autre
cas, la population de micro-organismes (ou engites les phages) dont on veut compter les

membres doit étre dispersée.

d. Controle

Les suspensions commerciales ou de caractéristionoesminues doivent faire I'objet de
guelques contrdles, préalables a I'administratitmparticulier, I'activité de cette suspension,
pour s’assurer de la sensibilité de la bactérieealpix phages de la suspension, et le titre de la

suspension sont nécessaires.

* Bactériophagogramme : il permet d’étudier la sdligibd’'une bactérie aux phages.
Dans le but de préparer un mélange phagique, paitert une infection mixte a
plusieurs bactéries d’espéces différentes par exenchlaque phage peut étre testé
avant d’étre introduit dans le cocktail phagiquenB le cas d’'une infection a une
souche bactérienne donnée, la bactériophagograrameepde sélectionner le ou les
phages les plus actifs contre la bactérie en aquredtia bactérie, qui a été isolée chez
le patient, est ensemencée sur une gélose de HeitBétri. Les phages de la
phagotheque peuvent alors étre testés : il suffiiéser une goutte (5 microlitres)

de chaque suspension phagique (en lieu et placalidgaes de papier buvard de
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'antibiogramme). Aprés incubation de dix-huit agi-quatre heures, la présence ou
non et I'importance de la plage claire témoignemt’dctivité Iytique du dépbt et de
son importance (figure 16).

Si on teste de cette fagcon une préparation muljigone commerciale, on peut
déterminer de facon globale la ou les spécificitéis ce cocktail, voire le spectre
d’hétes. Il est néanmoins impossible de détermijueds sont les phages actifs contre
la bactérie dans le mélange (un seul phage & leentation de 10PFU/mL fera une
plage claire dans le tapis bactérien, méme si @ébia est résistance aux autres

phages du mélange).

Figure 16 ;: Boite de Pétri avec des plages claires

Source : « Des virus pour combattre les infectigridr Alain Dublanchet, Edition Favre, 93,
2009

Dans ces deux boites de Pétri un méme bactériophatté testé. On remarque un titre
phagique plus élevé dans la boite de Pétri de gagol dans celle de droite, observable par
un nombre nettement plus important de plages slairgauche qu’a droite. Les plages claires

apparaissent en fonceé (gris noir) sur cette photo.

Lysotopie : c’est un test phénotypique (test destéisce qui mesure la capacité de la
bactérie a se développer en présence de bactégephgui permet de montrer
l'identité ou la différence entre des souches bagiaes de méme espéce. Elle
consiste a déterminer la sensibilité des bact&iesn ensemble de dix a vingt
bactériophages, appelés gamme ou panel de phagegnablement choisis pour
discrimer la bactérie. Si les profils de sensibilite deux souches bactériennes de
méme espece sont différents, alors on peut en wenaue les deux bactéries



appartiennent a des clones différents. Au contrairdes profils de sensibilité sont
identiques, alors les bactéries sont issues d’umendone. La lysotypie a I'avantage
d’étre une méthode relativement simple. Elle peutedfois étre remplacée par une
méthode de génotypage : le ribotypage (technigigeentfification de bactéries basée
sur I'analyse de I’ADN. Elle fait correspondre aaghe espece ou souche bactérienne
une empreinte génétique appelée ribotype). Cel@stiplus long a réaliser, plus
couteux et réservé a des laboratoires spécialdaombreuses autres techniques de
typage moléculaire remplacent la lysotypie dans l#®ratoires et permettent de
détecter la présence de clones responsables diesléToutefois, les lysotypes ne
sont pas abandonnés aujourd’hui (notamment dartelgses nationaux de référence
comme celui du staphylocoque a Lyon ousdenonella a I'Institut Pasteur de Paris).
L’intérét de la lysotypie, notamment a I'hdpitast ele déceler une chaine infectieuse
pour ensuite mettre en ceuvre les moyens suffiganis stopper son développement.
Elle permet de savoir si une souche bactériendédsthez un patient provient de la
méme source que d'autres souches appartenant &rtee respece et isolées chez

d’autres patients ou dans I'environnement.
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IV. Application de la phagothérapie en médecine humaine

L’histoire et les applications thérapeutiques dpHagothérapie ont un lien étroit avec celles
des antibiotiques. Il parait donc important de &itma la situation actuelle de
I'antibiothérapie, en France notamment et plusdargnt en Europe.

1. La consommation des antibiotiques

La consommation des antibiotiques fait I'objet danbeoeuses études, en particulier ces

derniéres années.

a. Méthodologie

Les données permettant d’étudier la consommatitioneade d’antibiotiques proviennent de
deux sources. D’'une part, les déclarations de vaéoime dispose 'TANSM (Agence Nationale
de Sécurité du Médicament) qui permettent de medardotalité de la consommation
francaise. Ces déclarations, prévues par l'artick121-17 et suivants du Code de la Santé
Publigue (CSP), présentent un caractére obligapmte les titulaires d’autorisation de mise
sur le marché (AMM) et portent sur la totalité dgmecialités commercialisées en France,

gu’elles soient ou non remboursables aux assucEsuso

D’autre part, des données complémentaires portariasconsommation en ville, traitées par
'ANSM en collaboration avec la Caisse Nationalé&sburance Maladie des Travailleurs
Salaries (CNAMTS), qui permettent de connaitre endlyser de facon plus détaillée les
caractéristiques de la consommation de la populaibliée au régime général. Ces données
correspondent au dénombrement d’antibiotiquescteféepar le régime général, ventilés selon

guatre critéres : age, sexe, lieu de résidengeéeialité du prescripteur.

Les données de I'ANSM couvrent I'ensemble de la yteton francaise (France
meétropolitaine + départements d’outre-mer DOM) adtes de la CNAMTS l'ensemble de la
population affiliée au régime général (France npElitaine + DOM, y compris les sections

locales mutualistes). En ce qui concerne les slitésigpharmaceutiques retenues, les champs
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se recouvrent presque entierement puisqu’il n'exigjue deux antibiotiques non

remboursables aux assurés sociaux avec un faldaunde ventes.

Les données utilisées sont converties en nombrecdes Définies Journalieres (DDJ). La
DDJ, établie par le « Collaborating Centre for Dr@&jatistics Methodology » de
I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS), constitine posologie de référence pour un
adulte de soixante-dix kilos dans l'indication piale de chaque molécule. Cette dose n’est
pas nécessairement le reflet de la posologie recodée par 'AMM, ni de la posologie
effective : elle constitue un étalon de mesure.q0bgrésentation d’antibiotiques peut donc
étre convertie en nombre de DDJ et si I'on conleatftombre de total de boites vendues, la
consommation au cours d’'une année peut étre cal¢glée ce soit par molécule, par famille
ou par classe d'antibiotiques). L'utilisation deBDélimine les difficultés de mesure liées a

I’hétérogénéité des tailles de conditionnemeneed@sages des médicaments commercialisés.

Pour pouvoir comparer la consommation d’antibicgguentre différents pays, et le cas
échéant estimer une consommation moyenne intenadgiole nombre de DDJ est divisé par
le nombre total d’habitants (enfants y compris) &mvention, les résultats sont présentés
pour mille habitants et par jour : DDJ/1000H/J.

Enfin, la consommation hospitaliere est rapportéanasecond dénominateur pour tenir
compte des variations de l'activité des établissegmell s’agit du nombre de journées
d’hospitalisation (Doses Définies Journalieres pauille journées d’hospitalisation :

DDJ/1000JH).

b. La consommation d’antibiotiques en France
b.1  Consommation générale des antibiotiques en France

Comme nous l'indique le schéma suivant, la consoimomaotale d’antibiotiques a diminué
de 12,5% entre 2000 et 2012 et de 9% depuis 1(fignse 17). Cette évolution résulte de la
baisse de toutes les prescriptions médicales, k& asomme a I'hopital. Cependant, une
nouvelle tendance a la hausse se dessine : + 3%ddar5 dernieres années.
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Figure 17 : Evolution de la consommation d’antilsjoes en France
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Source : « Evolution des consommations d’antibigg en France entre 2000 et 2012 : nouveau
rapport d'analyse de [I'ANSM», Point dinformatiordu 17/06/2013 (disponible sur:
www.ansm.sante.fr).

La consommation est présentée en nombre de DoseseBé&lournaliéres pour 1000 Habitants et par
Jour : DDJ/1000H/J. On remarque une nette diminuéotre I'année 2000 (36,2 DDJ/1000H/J) et
2004 (29,3 DDJ/1000H/J), qui constitue la plus l@iltonsommation d'antibiotigues de cette
décennie. Un regain de la consommation s’est praau2005 (31,3 DDJ/1000H/J). Il s’ensuit trois
années de moindre consommation (de 2006 a 2008¢ tabilise aux alentours de 30 DDJ/1000H/J.
Enfin, une nouvelle tendance a la hausse se dedsjméis 2008 : la consommation d’antibiotiques
passant de 30,2 DDJ/1000H/J (2008) a 31,7 DDJ/1A0@12).

Au début des années 2000, le Conseil de 'Unioopenne s’est préoccupé du probléme de
la consommation d’antibiotiques en adoptant uneluésn (1999) puis une recommandation

(2001). Ces documents invitaient les états memardéfinir des stratégies pour enrayer le
développement de la résistance aux antibiotiquasrehforcer la collecte d’'informations sur

leur prescription et leur utilisation. De plus, deppogrammes européens, speécifiquement
dédiés au suivi de la résistance aux antimicrob{EARSS) et au suivi des consommations
(ESAC) ont été lancés et ont bénéficié d’'un finamelst communautaire. En France, un plan
national pour préserver l'efficacité des antibiogua été mis en place dés 2001. De

nombreuses actions ont été entreprises, notammehagsurance maladie dont les premieres
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campagnes aupres du public ont significativementtrdmé a la baisse du niveau de
consommation en ville. A I'hopital, avant méme ignaiture d’'un accord tripartite entre le
Ministére de la Santé, les organismes d’'assuraratadie et les fédérations de professionnels
hospitaliers, des actions ont été menées au seanétiblissements afin de réduire les

consommations et d’optimiser les prescriptions.

Les évolutions de ces dernieres années conduissamimoins a se demander si cette
dynamique ne s’est pas essoufflée. Les premiersltaés de 2012 montrent que la

consommation se situe aujourd’hui a un niveau Egent supérieur a celui atteint en 2005.

Entre 2000 et 2012, le nombre de substances anfibés (a usage systémique, seules ou en
association) a diminué de 18% en France, passah®38i& 84 (figure 18). Ce solde négatif
s’explique par l'arrét de la commercialisation der28lécules alors que seules 9 nouvelles
molécules (ou association de molécules) ont été nwneialisées. Aucune classe

d’antibiotiques, exception faite des macrolidesa 8chappé a un retrait d'au moins une
substance active par le laboratoire qui la comraksait.

Cette évolution confirme que l'innovation thérapgué est aujourd’hui beaucoup trop
modeste pour assurer le renouvellement du marob@p@ tenu du niveau de résistance de
certaines bactéries aux antibiotiqgues disponiltl@gpauvrissement progressif de la quantité
d’antibiotiques potentiellement efficaces concourt l'utilisation « d’antibiotiques de
réserve »ll s’agit la d’'un probléme trés spécifique aux bittiiques, dont la résolution est
cruciale pour éviter les situations d'impasse théuwtique auxquelles sont déja confrontés
certains prescripteurs. Dans ce contexte, un pkptis®e « COMBACTE » (Combatting
Bacterial Resistance in Europe) résultant d’'ungueatiat privé-public et bénéficiant d’'un
financement européen vient d’étre créé pour reefdecrecherche sur de nouvelles molécules

et encourager la réalisation de nouveaux essais|@és.

Enfin, en volume et en DDJ, les antibiotiques sas largement utilisés dans le secteur de la
ville que dans le secteur hospitalier : 125 mikiale boites vendues et une consommation de
28,7 DDJ/1000H en ville contre 18,5 millions detbsivendues et une consommation de 2,1
DDJ/1000H a I'hépital.
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Figure 18 : Evolution du nombre d’antibiotigues e¢peicialisés en France
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Source : « Evolution des consommations d’antibigti] en France entre 2000 et 2012 : nouveau
rapport d'analyse de [I'ANSM», Point dinformatiordu 17/06/2013 (disponible sur:
www.ansm.sante.fr).

On remarque sur cette figure une diminution coretadu nombre de substances antibiotiques
commercialisées en France (en vert), passant ded@)00 a 84 (2011). Parallelement, il y a une
nette progression du nombre de présentations d#ésotiques (en bleu) : de 640 en 2000 & 980 en
2011.

b.2  Evolution de la consommation d’antibiotiques dans le

secteur de la ville

La consommation des antibiotiques délivrés en \alleiminué entre 2000 et 2012 mais
'essentiel des résultats a été obtenu au courscdaemiéres années (2000 a 2004). Le
mouvement de baisse a donc largement coincidé lavetise en place du premier plan
« antibiotiques » et le lancement de la premiérapane nationale de I'assurance maladie.
Depuis 2005, on note une évolution irréguliere aupe |égere tendance a la hausse. Les
premiers résultats exploités de 'année 2012 samhlgenfirmer cette tendance a la hausse
(figure 19).
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Figure 19 : Evolution de la consommation des aatidpiies en ville
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Source : « Evolution des consommations d’antibigti] en France entre 2000 et 2012 : nouveau
rapport d'analyse de [I'ANSM », Point d'informatiordu 17/06/2013 (disponible sur:
www.ansm.sante.fr).

La consommation est présentée en nombre de Dodegedélournalieres pour 1000 Habitants et par
Jour : DDJ/1000H/J. La diminution de la consomnratibantibiotiques a été trés significative au
cours des 5 premiéres années de la décade : dédB3/A000H/J en 2000 a 27,1 DDJ/1000H/J en
2004. Puis une nouvelle tendance a la hausse dessinée en 2005 (28,9 DDJ/1000H/J). Elle est
depuis confirmée par une période de stagnatiorrevidé légére progression de la consommation
d’'antibiotiques (29,4 DDJ/1000H/J en 2012).

La progression enregistrée en 2012 est d’autastiphuiétante qu’on ne peut pas l'attribuer
a une plus forte incidence des pathologies hivemat des syndromes grippaux. En effet les
données du réseau Sentinelle montrent que l'incelera quasiment pas varié entre 2011 et
2012 (Données du réseau Sentinelle sur http://weniweb.fr). Il faut également relever que
les maladies virales constituent toujours le premietif de prescription des antibiotiques,
confirmant une part beaucoup trop importante desaomations non justifiées (les données
des barometres de prescription IMS Health indiquprd les maladies virales -bronchites,
rhinopharyngites, ou syndromes grippaux- reprégamt28% des motifs de prescription lors

de la période mars 2011-février 2012).
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D’autre part, il faut prendre en compte que le INgsement de la population francaise
constitue un facteur d’accroissement de la consdiomal’antibiotiques. En effet, les
personnes agées de plus de 64 ans consomment algyapte le reste de la population (On
peut estimer que I'augmentation progressive de ttades personnes de 65 ans et plus dans la
population accroit, chaque année, toutes choseségales par ailleurs, la consommation de
0,013 DDJ/1000H/J, source ANSM). Ce facteur n'estdfois pas spécifique a la France car
il concerne également d’autres pays européensmjuéassi a maintenir un niveau modéré de

prescription d’antibiotiques.

La décomposition de la consommation par classe itlatigues montre que les pénicillines
sont les antibiotiques les plus largement utilieds2012 (57,6%) : les pénicillines a large
spectre représentent 31,9% de la consommation ilfetinjues et I'association de
'amoxicilline a I'acide clavulanique représent@gque un quart des antibiotiques prescrits en
ville (24%). Les Beta-lactamines dans leur ensemdpeésentent les 2/3 de la consommation
ambulatoire. Les macrolides constituent, quant@ kuseconde classe d’antibiotiques la plus

consommeée (13,4%).

Sur un plan qualitatif, la consommation en antigiseés a diminué au cours de la période
2000 a 2012 chez toutes les classes a I'exceptiatedx : 'amoxicilline en association et les
céphalosporines de ©3génération (Source ANSM). En effet, la comparaisha la
consommation en 2000 et 2012 montre que la parasixciations de pénicillines, c’est a dire
'amoxicilline associée a I'acide clavulanique pdessentiel, a fortement progressé, passant
de 13,9% a 24%. Une telle progression est d’aypéug préoccupante que I'amoxicilline
associée a l'acide clavulanique est I'un des aotiipiies les plus générateurs de résistance. La
consommation des céphalosporines @B° génération a également augmenté dans une
proportion importante (passant de 4,8% a 6,6% deolassommation). A l'inverse, les
céphalosporines de®% génération ne sont presque plus utilisées etligation des
céphalosporines de®™ génération a fortement diminué. De méme, la consation des

macrolides (de 18% a 13,4%) et celle des quinolonébaissé.

L’analyse des prescriptions d’antibiotiques en evillévele certaines informations. Les
prescriptions sont trés largement réalisées pamusEtecins généralistes (70%) (figure 20).
Viennent ensuite les spécialistes (hors pédiatieBauteur de 12%) et les établissements
hospitaliers (11%). La part des prescriptions dtaotiques d’origine hospitaliere augmente
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chaque année, ce qui explique, dans une large eefurrecul des prescriptions des
généralistes (de 71,7% en 2011 a 70% en 2012).

Figure 20 : Part relative des prescriptions d’antiues en ville selon les prescripteurs
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Source : « Evolution des consommations d’antibigti] en France entre 2000 et 2012 : nouveau
rapport d'analyse de [I'ANSM », Point d'informatiordu 17/06/2013 (disponible sur:
www.ansm.sante.fr).

70% des prescriptions d’antibiotiques en ville été& réalisées par un médecin généraliste. 11% des
prescriptions sont respectivement réalisées paspiesialistes et par des établissements hosp#talier
La part des pédiatres est faible (1,4%), mais ledatités de calcul retenues conduisent a la sous-
évaluer. A noter que les « autres prescripteuegpoupent essentiellement les dentistes.

Enfin, la consommation d’antibiotiques varie sef@ge des patients, avec une augmentation
de la consommation quasiment linéaire avec I'adle.d&pend également du sexe, puisqu’on
remargque une consommation majoritaire chez lesmatde sexe féminin (57%). Pour finir, il
existe des disparités régionales dans la consommdtantibiotiques : les régions du nord de
la France sont celles ou la consommation est la @lievée tandis que les régions Pays de la

Loire et Rhone-Alpes se caractérisent par un nigaconsommation plus modeéreé.
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b.3  Consommation d’antibiotiques a I’hépital

Si, en valeur absolue, la consommation d’antibi@syast beaucoup plus importante en ville
gu’a I'népital, en valeur relative le rapport s’erge. Ainsi, comme le montre la figure ci-
dessous (figure 21), plus de 400 patients hospéslsur 1000 ont recu un jour en 2011 une
dose d’antibiotique, alors qu’en ville ce taux joailier est inférieur a 30 sur 1000.

L’exposition aux antibiotiques dans le milieu haafer est donc majeure.

Une baisse de la consommation d’antibiotiques @tet observée au début de la période
étudiée, de 2000 & 2003-2004. Puis I'évolution @ecénsommation donne lieu a deux
interprétations différentes selon lindicateur coiLa DDJ/1000JH est un indicateur
directement relié a l'activité hospitaliere, et ce fait peut étre jugé plus pertinent que la
DDJ/1000H/J. Si on se réfere a cet indicateur, eut pbserver une légére diminution de la
consommation hospitaliére d’antibiotiques en 204, fait suite a 4 années successive de

hausse.

D'un point de vue qualitatif, sur I'ensemble de periode étudiée, la consommation
d’antibiotiques a diminué dans toutes les classésexaeption de trois : les carbapénemes
(doublement de la consommation), les céphalosp®deeS génération et I'association de la
pipéracilline au tazobactam (source ANSM). Les peesrésultats de 2012 font apparaitre
guelques évolutions positives comme la l|égere ditidnude la consommation de
carbapénémes. Ceci est encourageant, car I'usggetant des carbapénémes est a l'origine
de [l'apparition de nouvelles souches résistantas. r&vanche, la progression de la

consommation des céphalosporines semble se confirme

A I'hépital, comme en ville, les pénicillines coitgént la classe d'antibiotiques la plus
utilisée (55,9%). Cependant, c’est en associati@t #acide clavulanique qu’elle est le plus
employée (32,7% pour les associations de pénidglloantre 18,5% pour les pénicillines a
large spectre). Les quinolones représentent la deccasse la plus utilisée a I'hdpital (12%)

devant les céphalosporines deg8nération (7,7%).
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Figure 21 : Evolution de la consommation d’antilgjoes a I'hopital
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Source : « Evolution des consommations d’antibigti] en France entre 2000 et 2012 : nouveau
rapport d'analyse de [I'ANSM », Point d'informatiordu 17/06/2013 (disponible sur:
www.ansm.sante.fr).

Deux indicateurs permettent de s’intéresser a ts@mmation d’antibiotiques en milieu hospitalier.
Tout d’abord, la DDJ/ 1000JH (en bleu) qui montres wcertaine stagnation de la consommation
d’antibiotiques sur la période 2000-2012. Si onndreen compte les derniéres années, la
consommation en antibiotiques a diminué en 20I'Esaf années successives de hausse consécutives.
D’autre part, la DDJ/1000H/J (en vert) qui montre légére diminution, surtout acquise entre 2000 et
2003, sur la période considérée. L'année 2012 sepdgendant dessiner une légére augmentation de
la consommation. La divergence entre ces deuxatelics s’explique par le fait que le nombre de
journées d’hospitalisation décroit d’'une annéel'autre, alors que la population francaise augmente
Ces évolutions contraires conduisent a ce querlaaomation paraisse stable quand on la rapporte a
toute la population (DDJ/1000H/J), mais en augntentdorsqu’on la rapporte au nombre de journées
d’hospitalisation (DDJ/1000JH).
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c¢. La consommation d’antibiotiques en Europe

En ce qui concerne le secteur ambulatoire, la comsaion moyenne au sein des pays de
I'Union européenne est de 20 DDJ/1000H/J en 2018 edbnsommation médiane est de 18,3
DDJ/1000H/J. La consommation nationale francai€e4(®»DJ/1000H/J) reste donc tres au-
dessus de la moyenne européenne et place la Fdamseles pays a forte consommation
d’antibiotiques (figure 22). La baisse de 25% qee3l plan « Antibiotiques » objecte

conduirait la consommation francaise au niveatadadyenne européenne.

La consommation en Europe peut étre schématiquedieisée en 3 zones : les pays du
Nord, faibles consommateurs d’antibiotiques, legspde I'Est, consommateurs modeéreés, et
les pays du bassin méditerranéen, forts consommsat€outefois, ces écarts tendent a se

réduire au fil des années, méme s'’ils demeurent rirapts.

Les données concernant la consommation des aiqiésta I’hdpital sont moins nombreuses
qu’en ambulatoire. Parmi les pays qui ont répomil@@10, la France se classe duahg des
pays consommateurs derriére la Lettonie, la Finlagtdia Lituanie (figure 23). Toutefois,
plusieurs pays apparaissant comme d’importantsocomsateurs en 2009 (Gréce, Roumanie)
n'ont pas fourni de statistiques en 2011. Dans eincobntexte, la place exacte de la
consommation nationale hospitaliére d’antibiotiqures peut étre établie avec précision a

I'échelle européenne.
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Figure 22 :_ Comparaison des consommations d'anigjpies dans le secteur de la ville dans

plusieurs pays européens
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Source : « Evolution des consommations d’antibigti] en France entre 2000 et 2012 : nouveau

rapport d’analyse de 'ANSM », Point d'informatialu 17/06/2013 (disponible sur : www.ansm.fr).
Données issues de I'European Centre for Disease®tien and Control Surveillance of antimicrobial

consumption in Europe (2010) et TANSM.

La consommation en antibiotiques est appréciée @se Définie Journaliere pour 1000 Habitants et
par Jour (DDJ/1000H/J). En 2010, la France (28,2JMO00H/J) occupait le ®4rang de la
consommation d’antibiotiques en Europe, derrie@race (39,4 DDJ/1000H/J), le Luxembourg (28,6

DDJ/1000H/J) et la Belgique (28,4 DDJ/1000H/Jjallt toutefois souligner que les données grecques

intégrent des consommations qui ne sont habituelténpas comptabilisées dans le secteur

ambulatoire (cliniques privées et maisons de tetragédicalisées).
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Figure 23 :_Comparaison des consommations d’anitjpies dans le secteur hospitalier dans

plusieurs pays européens

Belgique 221 22| 22| 23| ai] 9] | 9| w2 20
Danemark 1.4 4 15 15/ 16 16 17| 18 17 1.8 18
Finlande 38 30| 39 6| 34 3501 351 3 331 32| 28
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Source : « Evolution des consommations d'antibigg en France entre 2000 et 2012 : nouveau
rapport d’'analyse de '’ANSM », Point d’'informatialu 17/06/2013 (disponible sur : www.ansm.fr).
Données issues de 'European Centre for Diseaseien and Control Surveillance of antimicrobial
consumption in Europe (2010) et TANSM.

La consommation en antibiotiques est appréciéease Définie Journaliere pour 1000 Habitants et
par Jour (DDJ/1000H/J). 11 pays sur les 29 quigpent au projet ESAC ont pu transmettre leur
résultat 2010 en ce qui concerne le secteur hdispitbes résultats disponibles sont plus diffisike
interpréter car les problémes de champ couveregastatistiques hospitalieres se posent avec plus
d’acuité que dans le secteur ambulatoire. En 2@1B;ance occupait I place, avec une
consommation de 2,2 DDJ/1000H/J.

d. Conséquences

L’efficacité remarquable des antibiotiques s’estampagnée de leur utilisation massive et
répétée en santé humaine et animale (recours ihtlssantibiotiques dans I'élevage animal

industriel pour accroitre les rendements). Ce phé&nena généré une pression de sélection
sur les bactéries, qui ont développé des systemdgfénse contre ces antibiotiques. On parle
de pression de sélection conduisant a l'apparitienrésistances. De plus, la mauvaise
utilisation des antibiotiques, passant par degsetrants trop courts ou trop longs, parfois mal

dosés, ne fait qu’accroitre ce phénomene.

Ponctuelles au départ, ces résistances sont dearassives et préoccupantes. Ceci est lié au

grand pouvoir d’adaptation des bactéries qui se festei par leur capacité a acquérir de
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nouvelles propriétés (par mutation du chromosonwéban ou par transfert d’information
génétique). Certaines souches sont ainsi devenubltsrésistantes, c’est a dire résistantes a
plusieurs antibiotiques. D’autres sont méme togistantes, c’est a dire résistantes a tous les
antibiotiques disponibles. Ce dernier cas est,én@m@ment, encore rare, mais le phénomene
est en augmentation. Il place les médecins dansiturtion d'impasse thérapeutique : dans

ce type de situation, ils ne disposent plus d’asaoiution pour lutter contre l'infection.

Enfin, si la majorité des cas de résistance auibiatijues est retrouvée a I'hopital, il n’en
reste pas moins que des résistances surviennesit @auwille au détour d’antibiothérapies

« apparemment anodines ».

2. Larésistance a I'antibiothérapie et les infections nosocomiales

La résistance aux antibiotiques est aujourd’hupbanomene planétaire et 'émergence des
bactéries multirésistantes (BMR) est préoccupatiéms les établissements de soins mais
aussi en ambulatoire, ou ces bactéries émigrentieaq@nt et deviennent ainsi une source

importante de risque infectieux grave.

La résistance bactérienne est la capacité desrigacéérésister aux effets des antibiotiques ou
des biocides qui sont censés les tuer ou les dentrid'évolution vers la résistance des
bactéries aux antibiotiques caractérise la fin d¥ie Xsiecle. Trés rapidement, chaque
apparition et utilisation d’'un nouvel antibiotiqe&accompagne de I'apparition de bactéries
résistantes. Ainsi, 'émergence des BMR est émumgt liée & la consommation des
antibiotiques, en médecine familiale comme dan%tablissements de santé. Les bactéries,
résistantes (dont les BMR) ou non, se transmettestfacilement par manuportage ou via

I'environnement contaminé.

Les bactéries sont dites multirésistantes aux iatitijoes lorsque du fait de 'accumulation de
résistances acquises a plusieurs familles d’atitpies, elles ne sont plus sensibles qu'a un
petit nombre d’antibiotiques utilisables en thérdmpie (résistance a plus de 3 familles
différentes). La multirésistance est une étape Menpasse thérapeutique. Elle concerne les
bactéries des infections communautaires (ex : poeaque, bacille de la tuberculose) et les

bactéries des infections nosocomiales.
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a. Les infections nosocomiales
a.1  Définition

En France, le Conseil supérieur d’hygiene publiguelonné une définition précise des
infections nosocomiales (IN). Il s’agit d'une «ewgfion qui était absente a I'admission a
'hépital. Ce critere est applicable a toutes Iefegtions. Lorsque la situation précise a
'admission, un délai d’au moins 48 heures apradrtission (ou un délai supérieur a la
période d’incubation lorsque celle-ci est connus)o®mmunément accepté pour séparer une
infection d’acquisition communautaire d’'une infectinosocomiale. Pour les infections de
plaies opératoires (ou infections de site opératt8O), on accepte comme nosocomiale les
infections survenues dans les 30 jours suivanitelvention ou, s’il y a mise en place d’'une

prothése ou d’'un implant, dans I'année qui suitt&rvention ».

a.2 Epidémiologie

L’enquéte nationale de prévalence (ENP) des irdasthosocomiales et des traitements anti-
infectieux en établissements de santé de 2012 ashduieme de ce type réalisée en France
depuis 1990 par le Réseau d’alerte d’investigat&inde surveillance des infections
nosocomiales (Raisin). Au total 1938 établissemel@ssante, représentant 376 012 lits
d’hospitalisation en France, ont participé a cetiquéte. En nombre de lits, la participation
des établissements publics était proche de I'exhdtés. les 848 établissements de soins
publics représentaient 96,8% des lits d’hospitabsapublique francais. Elle était plus faible
pour les établissements de soins privés d'intéofedatif (83,4%) et les établissements de
soins privés a but lucratif (74,8%). L’enquéte auscau total 300 330 patients. Au jour de
'enquéte, la prévalence de patients infectés étal,1% avec une prévalence des infections
nosocomiales de 5,3% (dont 3,9% d’infections nosadal@s acquises dans |'établissement,
1,2% d’infections nosocomiales importées d'un audtablissement et 0,2% d’infections
nosocomiales d’origine indéterminée). En d’autessnes, le jour de I'enquéte, 15 180 des
300 330 patients avaient une ou plusieurs infest&rl6 024 infections nosocomiales ont été
recensées. Ce chiffre s’explique par la possibitigg poly-infection des patients. Sur
'ensemble des établissements de santé ayantipardox deux enquétes de 2006 et 2012, la
prévalence brute des patients infectés est restdigyement stable (+0,5% en accroissement
relatif), alors que la prévalence des patientsgui@st au moins une infection nosocomiale

acquise dans I'établissement de santé a légéredimmmué (de 4,1% en 2006 a 3,9% en
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2012, soit pratiguement 5% de diminution relativegpendant, la prévalence des patients
infectés présentant au moins une infection impodée passée de 0,9% a 1,2% (25%
d’augmentation). Par ailleurs, les enquéteurs peavandiquer que l'origine de l'infection
était indéterminée, possibilité qui ne leur étas pfferte en 2006. En 2012, 691 patients
(0,2%) présentaient une infection mentionnée contdhioeigine indéterminée, alors que

seulement 9 patients avaient une infection d’odgion documentée en 2006.

Les patients infectés sont relativement plus nombmans les CHU (Centres Hospitaliers
Universitaires), dans les centres de réanimatiatiaas les centres de lutte contre le cancer.
Les sujets ageés, de sexe masculin, atteints d'ualadme sévere et/ou immunodéprimés,
opérés ou exposés a un dispositif invasif (sondmaine, cathéter vasculaire ou
intubation/trachéotomie) sont également plus tosiahée les autres. Il existe également des
variations régionales importantes, avec une pracaldrute des patients infectés allant de

3,3% en Corse a 6,2% en Auvergne.

A I'échelle mondiale, 'OMS estime que 1,4 milliods personnes souffrent a tout moment
d'une infection contractée a I'hépital (chiffre @&908). Les prévalences maximales sont
rapportées en Méditerranée orientale (11,8%), ele As Sud-Est (10%) et en Pacifique
occidental (9%). Les infections nosocomiales regwtent donc un probleme de santé

publigue planétaire.

a.3 Mécanismes et origines des germes des infections

nosocomiales

Les patients peuvent s’infecter par des germes @ém#dsy dont ils sont porteurs
(commensaux, saprophytes et parfois pathogenssjoiitaminent le plus souvent le patient
lors de soins, comme par exemple la pose d’'une soridaire, une intubation trachéale ou

dans le cas d’une infection sur site opératoire.

Les patients peuvent également s’infecter par desnege exogenes présents dans
'environnement hospitalier. Ces germes peuventtatoimer le patient par des routes

inanimées (eau, air, aliment) ou animées (patigetsonnels).
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a. 4 Les infections nosocomiales les plus fréquentes

L’enquéte nationale de prévalence de 2012 montrenqirrance trois bactéries sont
responsables de plus de la moitié des infectioseammiales. Les trois micro-organismes les
plus fréquemment retrouvés sorfEscherichia coli (26%), Saphylococcus aureus (15,9%,
dont 38,1% résistants a la méticilline)Rfeudomonas aeruginosa (8,4%).Si on s’intéresse
aux entérobactéries dans leur ensemble, elles sampent environ 40% des infections

nosocomiales (figure 24).

D’'une manieére générale, les principaux micro-orgiaugs isolés d’infections nosocomiales
étaient similaires a ceux décrits lors de 'ENP2066 et sont stables d’'une enquéte a l'autre.
La prévalence des infectionglastridium difficile a cependant doublé en France depuis 2006,
restant toutefois assez faible. Cette évolution @t liée a I'amélioration des techniques
diagnostiques ou a la sensibilisation des étalliegés de santé suite a I'épidémie liee au
clone 027 en 2006 et 2007. L’augmentation de lagledice des infections digestives (toutes
étiologies confondues, y compris indéterminéesi)ee2®06 et 2012 est en faveur d’'une telle

augmentation, qui reste malgré tout modérée.

Cette méme enquéte met en évidence les principges des infections nosocomiales. Les
infections urinaires (29,9%) sont les plus frégasentdevant les pneumonies (16,7%), les
infections du site opératoire (ISO) (13,5%) et bectériémies/septicémies (10,1%). Ces
quatre localisations d’IN représentent 70,2% dtss shfectieux documentés (figure 25). Les

infections de la peau et des tissus mous reprégerfte des sites infectieux.

La distribution des sites infectieux a aussi évaleé2006 a 2012. Les infections urinaires
restent ainsi les plus fréquentes quoiqu’en dinmamut_es pneumonies restent au second rang
mais sont en augmentation. Par ailleurs, les iithestdu site opératoire ou de la peau et des
tissus mous sont toutes les deux en diminution. inEnfla prévalence des

bactériémies/septicémies augmente.
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Figure 24 ; Part relative des micro-organisme®sdlinfections nosocomiales en France
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Source : Enquéte nationale de prévalence des imfisctnosocomiales et des traitements anti-
infectieux en établissement de santé, menée pgad¢deau d'Alerte d’Investigations et de Surveillance
des Infections Nosocomiales (Raisin), I'Institutionale de Veille Sanitaire (InVS), et le Ministere
des Affaires Sociales et de la Santé, mai-juin 2012

Les trois principaux micro-organismes responsabiéesinfections nosocomiales représentent 50,3%
des cas, aveEscherichia coli (26%), Staphylococcus aureus (15,9%) etPseudomonas aeruginosa
(8,4%). A noter que les dix micro-organismes les gtéquemment rapportés représentent 75,9% des
cas d’infections nosocomiales.
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Figure 25 ; Part relative des sites infectieux @ations nosocomiales
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Source : Enquéte nationale de prévalence des imfisctnosocomiales et des traitements anti-
infectieux en établissement de santé, menée gad¢deau d'Alerte d’Investigations et de Surveillance
des Infections Nosocomiales (Raisin), I'Institutionaale de Veille Sanitaire (InVS), et le Ministere
des Affaires Sociales et de la Santé, mai-juin 2012

Les principaux sites infectieux sont : les infegiourinaires (30%), les pneumopathies (17%), les
infections du site opératoire (13%), les septicénfi®%), les infections de la peau et des tissussmo
(7%), les infections respiratoires hautes (6%),ihdasctions du tractus gastro-intestinal (5%). Bnfi
'ensemble des autres infections retrouvées reptésel2%.
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b. Bactéries multirésistantes (BMR) et infections nosocomiales
Les BMR représentent 20 a 30 % des infections rure@tes.

L'utilisation massive des antibiotiques a I'hépitdEétermine une pression de sélection
formidable favorisant 'émergence des BMR. Chezgdatients, cette pression de sélection
amene une réduction des flores commensale et $apeopn faveur des BMR, soit en portage
soit directement impliquées dans des processus gmike. Dans l'environnement, la

pression de sélection exercée par les antibiotigi@mtiseptiques renforce I'émergence des

bactéries les plus résistantes.

Ces réservoirs de BMR, environnementaux et humamgugués aux nhombreux facteurs de
risque de transmission croisée de pathogenes eauntibspitalier (densité de population,
fréquence des soins, mobilité des malades au selim steucture...) favorisent I'implication

des BMR dans les infections nosocomiales.

Parmi les BMR impliguées dans les infections nosuates, on trouve notamment :
Saphylococcus aureus résistant a la méticilline (SARM), les entérocaoguenterococcus
faecalis, Enterococcus faecium), Pseudomonas aeruginosa résistant (PAR) a la ceftazidime et
aux carbapénemes, les entérobactéries (notamaseimdrichia coli, Klebsiella pneumoniae)
résistantes aux céphalosporines de génération par haut niveau de production de
céphalosporinase (HCASE) ou par sécrétion d’'una-l&tamase a spectre étendu (BLSE) et
Acinetobacter baumannii multirésistant. Les données de résistance sopbuiisles pour la
trés grande majorité (87,4%) des 9450 souches oodee (Tableau 26).
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Figure 26 :_Caractéristiques de résistance auxirdetitieux de certains micro-organismes

isolés d’infection nosocomiale et prévalence desciidns hosocomiales associées

" : Isolés Testés IN associées Patients infectés
Micro-organisme (N) N % % N %
Staphylococcus aureus 1997 1802 90,2
Meéticilline-R 687 38,1 0,2 672 0,2
Méticilline-R et Vancomycine-IR 27 1,5 <0,1 27 <0,1
Enterococcus faecalis 577 510 88,4
Ampicilline-R - Vancomycine-S 38 7,5 <0,1 37
Vancomycine-R 3 0,6 <01 3 <0,1
Enterococcus faecium 130 122 93,8
Ampicilline-R - Vancomycine-S 66 54,1 <0,1 66
Vancomycine-R 5 41 <0,1 5 <0,1
Pseudomonas aeruginosa 1053 940 89,3
Ceftazidime-R 188 20,0 01 184 0,1
Carba-R 194 20,6 0,1 190 0,1
Adinetobacter baumannii 74 60 81,1
Ceftazidime-R et Carba-S 21 35,0 <0,1 21 <0,1
Ceftazidime-S et Carba-R 1 1,7 <01 1 <0,1
Ceftazidime-R et Carba-R 7 1,7 <0,1 7 <0,1
Entérobactéries 5709 4904 85,9
C3-R 1126 23,0 04 1053 04
C3-R et BLSE 665 13,6 0.2 626 02
Carba-R 74 1,5 <0,1 73 <0,1

Escherichia coli 3265 2817 86,3

G-R 497 17,6 02 483 02

(3-Ret BLSE 309 11,0 a1 302 o1
Carba-R 40 1.4 <01 39 <Q1

Klebsiella pneumoniae 599 528 88,1

G-R 199 377 a1 191 01

C3-R et BLSE 167 31,6 a1 161 a1

Carba-R 12 23 <01 12 <01

Source : Enquéte nationale de prévalence des imfiscthosocomiales et des traitements anti-
infectieux en établissement de santé, menée fRédeau d'Alerte d’Investigations et de Surveillance
des Infections Nosocomiales (Raisin), I'Institutioaale de Veille Sanitaire (InVS), et le Ministére
des Affaires Sociales et de la Santé, mai-juin 2012

S’agissant dé&xaphylococcus aureus, 684 souches (38,1%) sont résistantes a la nliékgipour une
prévalence des patients infectés de 0,2%. Il y aakithes (1,5%) qui sont résistantes a la métieilli

et qui présentent une sensibilité diminuée auxaggptides. Par contre, le recueil des données ne
distingue pas les souches intermédiaires ou régstaux glycopeptides. Il est trés probable qse ce

27 souches correspondent a Sephylococcus aureus de résistance intermeédiaire aux glycopeptides
(GISA).

Les proportions de résistance aux glycopeptides dgen0,6% parmi les 510 souches testées
d’Enterococcus faecalis et de 4,1% parmi les 122 souches testé&ntel'ococcus faecium. Les
prévalences de patients infectés@terococcus faecalis ou Enterococcus faecium résistants aux
glycopeptides sont inférieures a 0,1%.

Parmi les 940 souches d&seudomonas aeruginosa testées, respectivement 20% et 20,6% sont
résistantes a la ceftazidime ou aux carbapénérnasdes prévalences de patients infectés de 0,1%.
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En ce qui concerne les 2817 soucheksetherichia coli testées, 17,6% sont résistantes aux
céphalosporines de® 3yénération (C3G), pour une prévalence de patigriectés de 0,2%. La
production d’'une3-lactamase a spectre étendu (BLSE) est rapportée 1486 desEscherichia coli
testées, soit 62,2% des soucheg&scherichia coli résistantes aux C3G. Enfin, la résistance
d’Escherichia coli aux carbapénemes concerne 1,d%0stuches testées, pour une prévalence de
patients infectés inférieure a 0,1%. L’enquéteeneieille pas le mécanisme de résistance associé.

Ces proportions de résistance sont plus élevéasipesiella pneumoniae : 37,7% des 528 souches
sont résistantes aux C3G, 31,6% produisent une BAdBEB3,9% des souches résistantes aux C3G et
2,3% sont résistantes aux carbapénemes. Les pnéealales patients infectés par ddebsiela
pneumoniae résistantes aux C3G ou productrices de BLSE seft, %6 et inférieure a 0,1% pour les
souches résistantes aux carbapénéemes.

Les données de 'ENP de 2012 indiquent que 38,18&@phylococcus aureus isolés sont
résistants a la méticilline, pour une prévalenc®,88. La proportion de SARM a diminué de
28% entre 2006 (52,9%) et 2012 (38,1%). En termesprévalence, les chiffres sont
respectivement de 0,4% et de 0,2%. Cette évol@sdrcohérente avec celles rapportées par
ailleurs. En effet, le réeseau BMR-Raisin a mesuré diminution de 36% de l'incidence des
SARM entre 2006 et 2011, passant de 0,59 cas 0 jpurnées d’hospitalisation a 0,38
cas pour 1000 journées d’hospitalisation. Par epnta prévalence des infections a
staphylocoques sensibles a la méticilline (SASMYyestée tres stable. Cette diminution de la
prévalence des infections a SARM a donc pour aarella diminution globale des infections

a Staphylococcus aureus.

Concernant les entérobactéries, la résistanceéhatosporines de §énération (C3G) chez
Escherichia coli est de 17,6% en 2012 ; 11% des souches sont priogsad’'uneB-lactamase

a spectre étendu (BLSE). PdKiebsiella pneumoniae, ces pourcentages sont respectivement
de 37,7% et de 31,6%. Les données montrent une aegmentation de la résistance aux
C3G pourEscherichia coli (9,8% en 2006 a 17,6% en 2012, soit +79%) et poesiella
pneumoniae (17,2% en 2006 a 37,7, soit + 119%). Il n'est, emanehe, pas possible
d’analyser I'évolution des BLSE car elles n’étaipas documentées lors de 'ENP de 2006.
En 2012, les proportions de souches productriceBL&E parmi celles résistantes aux C3G
sont toutefois élevées : 62% polscherichia coli et 84% pourKlebsiella pneumoniae.
L’évolution observée via 'ENP est cohérente avellecobservée par le réseau BMR-Raisin,
qui rapporte une augmentation de 130% des entéfiescproductrices de BLSE entre 2006
et 2011. Enfin, I'accroissement des souches régetaaux C3G s'accompagne d'une
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augmentation des infectionKdebsiella pneumoniae, mais pas &scherichia coli (ce qui est

cohérent avec leur épidémiologie).

La résistance aux carbapénémes des entérobaatstesfaible en 2012 : 1,4% des souches
d’Escherichia coli isolées d’infections nosocomiales et 2,3% des lmaideKlebsiela

pneumoniae.

Enfin, la proportion de résistance aux glycopeptideez les entérocoques est, en 2012, de
4,1% pour Enterococcus faecium et de 0,6% pouiEnterococcus faecalis. Les données
montrent une diminution des pourcentages de résistde 52,3% poulEnterococcus faecium
(8,6% en 2006 contre 4,1% en 2012) et une diminud®ii3,9% pouEnterococcus faecalis
(2,3% en 2006 contre 0,6% en 2012). Les donnéesshau EARS-Net mettent en évidence
des évolutions comparables avec 56% de diminutioar Enterococcus faecium et des

pourcentages de résistance tres faible pnterococcus faecalis (de I'ordre de 0,1%).

Globalement, et ce quel que soit le couple bactaridbiotique étudié, les tendances produites
par 'analyse des données des ENP de 2006 et 2f¥t2dsnc trés cohérentes avec celles

issues d’autres sources de données.

3. Application thérapeutique de la phagothérapie

De nombreuses études sont actuellement menéessquudsibilités thérapeutiques qu’offre la
phagothérapie. Elles s’intéressent pour la plupdifficacité de un ou plusieurs phages (ou
cocktail de phages) contre une souche bactériennaée. Ces études sont indispensables
pour acquérir les connaissances suffisantes etssices a I'établissement éventuel de
protocoles thérapeutiques. Cependant, elles negpmb pas d’avoir une vue d’ensemble des
possibilités de la phagothérapie, ni de répondreedaines questions essentielles : la
phagothérapie peut-elle étre utilisée efficacenuemtre tous types d’infection ? Les phages
peuvent-ils étre administrés par différentes v@iég cas échéant, quelles voies semblent étre
les plus efficaces ? La phagothérapie est-elleappeoche thérapeutique dénuée de risques ?

Quelle est I'influence des bactériophages sur wiffts marqueurs biologiques ?

Une étude trés compléte menée par l'Institut derdpié Expérimentale Immunologique

(IIET : Institute of Immunology and Experimental @rapy) Ludwik Hirszfeld, au laboratoire
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bactériophage, a Wroclaw (Pologne), entre 2008 & 2fermet d’obtenir des réponses a la
plupart des questions posées (« Clinical aspeghafie therapy » extrait de « Advances in
Virus Research », Volume 83, Ryszard Miedzybroézkl., 2012).

Cette étude regroupe 157 participants (ce qui spored a une population de phase Il d’essai
clinique) qui sont, pour la plupart, dans une situad’'impasse thérapeutique. Elle évalue sur
cette méme population I'efficacité de la phagothéraur différentes infections bactériennes
(dont certaines nous intéressent particulierentatgmment les infections Qiaphylococcus
aureus, Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa), la durée moyenne du traitement
phagique, les différentes voies d’administratioilisées et leur efficacité respective, la
tolérance clinique et I'nmpact des phages sur setanarqueurs biologiques. Enfin, elle
permet d’envisager la phagothérapie comme un reqoossible aux infections bactériennes

résistantes aux antibiotiques.
Une analyse plus précise de cette étude est péeseintiessous.

Les figures 27 a 37 sont issues de cette étuddir{kcd@ aspect of phage therapy » extrait de
« Advances in Virus Research », Volume 83, Ryskéistlzybrodzki et al., 2012).

a. Protocole thérapeutique et patients

Cent cinquante-sept patients, dont 68 femmes ehd@f@mes, ont été admis a l'unité de
thérapie phagique (PTU : Phage Therapy Unit) ejaingier 2008 et décembre 2010 pour
diverses infections résistantes aux traitementtbiatitjues. Plusieurs cas de figure étaient

possibles :

* Une infection causée par une bactérie multirésistant

* Une infection persistante malgré un traitementges antibiotiques adaptés, lorsque
de l'avis de spécialiste, I'antibiothérapie étaiefficace ou ne permettait I'évolution
escomptée.

* L’'impossibilité d'utiliser I'antibiotique de choixde par une contre-indication absolue.

Seuls les patients agés de plus de 18 ans quiigmé sin consentement écrit pouvaient
recevoir le traitement phagique. Un prérequis jpelisable au traitement était la sensibilité de
la bactérie, isolée depuis le site de l'infecti@gnau moins un phage de la collection de
I'Institut de Thérapie Immunologique et Expériméntaes patients exclus du protocole de
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thérapie phagique étaient les patients allergigiiesn ou plusieurs composants de la
préparation, les patients ayant des allergies apde®ines animales ou alimentaires, les
femmes enceintes et allaitantes, les patients ajesmtsyndromes de malabsorption et les
insuffisants hépatiques séveres. Au total, 157eptdiont été inclus et 447 patients ont été
exclus du protocole de thérapie phagique, au cderk période janvier 2008 a décembre
2010.

Les patients inclus dans 'étude souffraient deedigs infections : infections génitales et
urinaires, infections des tissus mous, infectiomthapédiques et infections de I'arbre
respiratoire. Les agents en cause de l'infectiaregt la encore différents. En majorite, il y
avait une monoinfection &aphylococcus aureus (76 patients, dont 7 infections par SARM),
puis des infections Bnterococcus faecalis (17 patients) eEscherichia coli (15 patients) et

enfin des infections Bseudomonas aeruginosa (13 patients). Des polyinfections, définies par
la présence d’au moins deux bactéries pathogenes Evedébut de la thérapie phagique ou
par I'apparition de nouveaux pathogénes entre yekes d’administration de phages, étaient
également traitées. Parmi ces polyinfections, drougait notamment une co-infection par

Enterococcus faecalis et Escherichia coli (9 patients).

Les préparations phagiques dirigés cor@iaphylococcus, Enterococcus, Escherichia coli,
Pseudomonas, Klebsiella, Enterobacter, Proteus, Citrobacter, Salmonella et
Senotrophomonas (obtenues selon les méthodes et standards mendialams la partie 111.8)
ont été administrées par voie topique, orale, rattale, intravaginale ou par inhalation
d’aérosols. Chez certains patients, des combinaiassaciant voie orale et topique ou voie

intrarectale et topique ont été utilisées.

La voie topique inclut des préparations phagiguninistrées deux fois par jour en
gargarisme, en gouttes auriculaires, en gouttesabbpitjues, en bain de siege, en irrigation
(vaginale, d’'un abces, d'une fistule) ou par demmesses humidifiées de préparations

phagiques.

Par voie orale, 'administration de 10 a 20 mL déparations phagiques trois fois par jour se
fait au moins 30 minutes avant les repas. Dix htitis d’une suspension orale de carbonate
sodigue de dihydroxyaluminium, titrée a 68 mg/mbantsadministrés environ 20 minutes
avant la préparation phagique, en vue de protagewririons de linactivation par les sucs

gastriques.
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Par voir rectale, les préparations phagiques stmirastrées a une posologie de 10 a 20 mL

deux fois par jour.

La durée maximale cumulée du traitement phagiquedesl2 semaines. Cependant, le
traitement peut étre prolongé de 12 semaines sugplidires en cas d’'infection persistante
malgré une bonne réponse au traitement. L'intelsaopdu traitement par phages est possible
en cas de raisons le justifiant (par exemple, sinmavelle préparation phagique, plus adaptée
et efficace, est nécessaire). Si ces interruptaurent plus de 4 semaines, le traitement
phagique est alors divisé en cycles. Dans le casedinfection récidivante, une nouvelle

thérapie phagique peut étre menée, a conditioesjeecter un arrét de minimum 4 mois.

Le traitement peut étre interrompu dans plusieurtsea cas : si le patient revient sur son
consentement, si un effet indésirable sérieux iatgata la thérapie phagique apparait, si, de
l'avis du patient et/ou du praticien, la thérapagique n’a pas une efficacité suffisante ou si

la poursuite du traitement fait craindre au pratidin risque pour la santé de son patient.

La détermination de la sensibilité de la souchedsanne isolée sur le site de l'infection aux
phages de la collection de I'lIET est menée paethnique d’Adam (1959) (méthode de la
double couche). Pour chaque patient, seules deanatéons contenant des phages lytiques
dirigés contre la souche bactérienne isolée saliséals. Cette propriété des phages est
préalablement vérifiée par I'observation de plagksres (plages de lyse) lorsqu’ils sont
ensemenceés sur les colonies bactériennes en qud3toni les phages actifs de la collection,
celui présentant la meilleure activité est sélectéo pour le traitement. Les préparations

phagiques administrées contiennent seulement gnédivirale.

Dans le cas d'une co-infection a deux souches bewsteées, il est alors possible de préparer
des phages dirigés contre chacune des deux sousbiEes. Le patient prend alors
alternativement les préparations monophagiques.inErfadministration concomitante
d’antibiotiques dirigés contre la bactérie pathogéxesi que d’autres traitements liés aux

pathologies du patient, est autorisée.

b. Méthode d’évaluation de I'efficacité de la thérapie phagique

L'efficacité de la thérapie phagique est évaluéel@araticien en s’appuyant sur les résultats
des tests de contrble microbiologique, notammentidtures bactériennes, sur des dosages

de contréle, sur I'estimation de l'intensité desngyomes infectieux et d’aprés les avis des
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spécialistes médicaux. Les résultats de la théapgique sont classés selon sept principales

catégories :

* A Léradication du pathogene (confirmée par kesuitats des cultures bactériennes)
et/ou le rétablissement du patient (confirmé payuérison de la plaie ou la disparition
totale des symptdémes infectieux).

e B: De bons résultats cliniques: une disparitiolesgue totale des symptdmes
infectieux confirmée par les résultats des testsoritoires et associée a une
ameélioration de la condition générale du patieliatfen de la thérapie phagique.

* C: L’amélioration clinique : une réduction de témsité d’'une partie des symptédmes
de linfection, & un niveau jamais atteint avantretement, a la fin de la thérapie
phagique ou a la fin d'un cycle de traitement.

* D : L’amélioration cliniquement discutable : unelwétion de I'intensité d’une partie
des symptdomes de l'infection est observée maistrést modérée (une intensité
similaire pouvait étre atteinte avant la thérapiagipue ou entre les cycles de thérapie
phagique), si bien que I'impact de la phagothérapipeut étre clairement établi.

« E: L’amélioration clinique transitoire: une rédioon de lintensité de certains
symptémes de l'infection observée seulement duiadministration des préparations
phagiques mais qui ne dure pas a la fin du traitéme

* F: L’absence de réponse au traitement phagique.

* G : La détérioration clinique : une exacerbatios dgmptomes de I'infection a la fin

de la thérapie phagique.

En résumé, les catégories A a C peuvent étre camésid comme une réponse satisfaisante a
la thérapie phagique et les catégories D a G comnmeeréponse insuffisante a la thérapie
phagique (dans la partie 1V.3.e cette répartitien datégories en « réponse satisfaisante » et
« réponse insuffisante » est discutée, notamment lpouaatégorie E). Dans les cas ou la
thérapie est menée par cycles, I'évaluation degseéiiniques du traitement est faite a I'issue
de chaque cycle thérapeutique. Des échantillonispgélevés au moins une fois avant chaque
cycle, chez tous les patients, pour effectuer @ssstbactériologiques. Des échantillons
contrbles de culture bactérienne et de lysotypig sgstématiquement réalisés lorsque des
signes de surinfection sont observés ou que leftaésde la thérapie ne sont pas satisfaisants
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du point de vue du praticien. La encore ces éedhamdi sont prélevés entre les cycles de

thérapie phagique ou a la fin du traitement.

La durée cumulée du traitement est calculée entiaddant le nombre de jours durant
lesquels les phages sont administrés au patieépendamment de la dose du traitement
ainsi que de la voie d’administration. Pour évaltiefluence de la voie d’administration sur
I'efficacité de la thérapie phagique, les traitetsgmar application vaginale et par inhalation
sont analysés séparément des autres administratoneie topique.

Les changements de concentration sérique de peot€irréactive, de la vitesse de
sédimentation érythrocytaire et du nombre de gkdbblancs sont évalués a deux périodes de
la thérapie phagique : tét apres le début du treete (entre les jours 5 a 8) et plus tard (entre
les jours 9 a 32 du traitement). Les parametresat@ogiques et biochimiques sont étudiés a
guatre périodes de la thérapie : entre 3 et 6 jquis entre 7 et 20 jours, entre 21 et 48 jours
et enfin entre 49 et 84 jours de thérapie cumuléenoyenne des résultats obtenus durant ces
périodes d’analyse est ensuite calculée. Les edsules tests réalisés juste avant la thérapie

phagique servent de valeurs témoins.

c. Evaluation générale des résultats de la thérapie phagique

L’'analyse de lefficacité du traitement phagique lsse sur 153 patients. L'observation
clinigue n'a pas été possible chez 4 patients Issirl57 patients de départ) puisque le
protocole de thérapie phagique a di étre interronkms caractéristiques détaillées de
I'efficacité de la thérapie phagique sont donnéedgtableau suivant (figure 27).

L’'analyse de cette figure montre qu'une bonne répans traitement phagique est observée
chez 61 patients, soit 39,9%. En particulier, écation du germe pathogéne ou le
rétablissement du patient est obtenu chez 28 psatisnit 18,3%. Cependant, une réponse

insuffisante au traitement est rapportée chez €i8mia, soit 60,1%.

Il n’y a pas de différence significative en ce qancerne l'efficacité de la thérapie phagique
entre les femmes et les hommes (données non réppodans le tableau). De plus, la
comparaison des résultats obtenus entre les paagant une monoinfection (123 patients) et
ceux ayant une polyinfection (30 patients), ne l&vpas de différence significative
d’efficacité de la thérapie phagique, que ce soiteemes de pourcentage de bonnes réponses
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au traitement, ou de taux d'éradication du gerntaqegEene ou encore de rétablissement du

patient.

L’efficacité de la thérapie phagique a égalemeétoé@tmparée entre les patients diabétiques
(12 patients) et non diabétiques (141 patient)ehéore, aucune différence significative n'a
été montrée entre ces deux groupes, que ce stetraes de pourcentage de bonnes réponses
au traitement (respectivement 50% chez les patdiatsétiques et 39,1% chez les patients
non diabétiqgues) ou d’éradication du germe pathegetiou rétablissement du patient

(respectivement 16,7% et 18,4%). (Ces donnéegueetit pas dans le tableau).

Les préparations phagiques qui ont été les plusirestinées sont celles ayant des phages
dirigés sélectivement contBaphyl ococcus (51,6%),Enterococcus (11,1%),Escherichia coli
(11,1%) etPseudomonas (9,8%). L’efficacité de la thérapie phagique varmnsidérablement
selon le type de préparation (figure 28). Le plapartant pourcentage de bonnes réponses au
traitement (64,7%), ainsi que le plus haut tauxratication du germe pathogene et/ou
rétablissement du patient (47,1%) sont obtenus kegephages dirigés contEsterococcus.

Leur efficacité thérapeutique est significativemphis éleveée que celle des phages dirigés
contre Saphylococcus (36,7% de bonnes réponses a la thérapie phagiqud),035) et que
celle des phages dirigés confimudomonas (20% de bonnes réponses; 0,029).
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Figure 27 : Evaluation générale des résultats tledi@apie phagique

Type of infection Use of antibacterials
General Antibacterial”
evaluation” Monoinfection Polyinfection® No antibacterials used during PT
(n =153) (n = 123) (n = 30) (n =109) (n = 44)
Category of response to treatment® n % n % n % n % n %
A - pathogen eradication 28 183 22 179 6 200 22 202 6 136
and/or recovery
B - good clinical result 13 85 11 89 2 6.7 7 6.4 6 13.6
C - clinical improvement 20 1341 14 114 6 200 15 1338 5 114
D - questionable clinical 10 6.5 8 6.5 2 6.7 8 7.3 2 4.6
improvement ’
E - transient clinical improvement 33  21.6 27 220 6 200 22 202 11 250
F - no response to treatment 39. 255 32 260 7 233 28 25.7 11 250
G - clinical deterioration 10 6.5 9 7.3 1 3.3 7 6.4 3 6.8
Good response (total A-C): 61 399 47 382 14 46.7 4 404 17 38.6
Inadequate response (total D-G): 92  60.1 76 618 16 53.3 65 59.6 27 614

L'évaluation générale de la phagothérapie monteeréponse satisfaisante chez 61 patients, avec une
éradication du pathogéne/rétablissement compl@atient chez 28 sujets, de bons résultats cliniques
chez 13 sujets et une amélioration clinique chepa&i&nts. Au contraire, une réponse insuffisaste e
observée chez 92 patients : 10 patients ont unéaxation clinique discutable, 33 patients présente
une amélioration clinique transitoire, 39 patientsnt pas de réponse au traitement et 10 patients
voient leur état clinique se détériorer.

Il N’y a pas de différences significatives entre patients ayant une monoinfection (123 patierits) e
ceux ayant une polyinfection (30 patients) en ce auncerne les bonnes réponses au traitement
phagique (respectivement 38,2% et 46,7% de bongpsnses) et les réponses insuffisantes
(respectivement 61,8% et 53,3% de réponses inanféis). A noter que les patients polyinfectés sont
définis par la présence d’au moins deux bactérdisggenes différentes avant le début de la thérapie
phagique, ou par I'apparition d’'un nouveau pathegentre deux cycles de thérapie phagique. De
maniere plus détaillée, aucune des sept catéggdesA a G) ne révele des modifications
statistiguement significatives.

Enfin, parmi les 109 patients traités seulement giaages, il y a 40,4% de bonnes réponses au
traitement (44 patients) et 59,6% de réponses qadés (65 patients). Lorsque la phagothérapie est
associée a d'autres antibactériens (antiseptiques antibiotiques) (44 patients), une bonne répons
est observée dans 38,6% des cas (17 patientsg eépanse inadéquate dans 61,4% (27 patients). En
conclusion, l'administration conjointe d’antibadédr n’impacte pas (n‘augmente notamment pas)
I'efficacité du traitement phagique. De méme, aecdrs sept catégories ne montre des différences

statistiquement significatives entre les patiergéés uniguement par phages et ceux traités @Eaygsh
et antibactériens.
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Figure 28 : Evaluation des résultats de la thérgbiagigue en fonction des principales

préparations phagiques utilisées

Staphylococcal Enterococcal E. coli Pseudomonas
phage phage phage phage
preparations preparations preparations preparations
(n = 79) (n=17) (n =17) (n=15)
Category of response to treatment n % n % n % n %
A - pathogen eradication and /or recovery 12 15.2 8 471 2 118 1 6.7
B - good clinical result 7 8.9 2 118 1 59 1 6.7
C - clinical improvement 10 127 1 59 3 176 1 6.7
D - questionable clinical improvement 6 7.6 0 0.0 0 0.0 1 6.7
E - transient clinical improvement 18 2238 0 0.0 6 353 6 400
F - no response to treatment 20 253 6 353 5 294 2 133
G - clinical deterioration 6 7.6 0 0.0 0 0.0 3 200
Good response (total A-C): 29  36.7 11 64.7 6 353 3 200
Inadequate response (total D-G): 50 63.3 6 353 11 64.7 12 80.0

Des préparations phagiques dirigées contre legdméues ont été utilisées chez 17 patients, awec d
bonnes réponses pour 11 d’entre eux et des réporgadfisantes chez 6 patients. En particulier, on
retrouve une éradication du pathogéne et/ou rétatient complet chez 8 patients, de bons résultats
cliniques chez 2 patients, une amélioration cligiginez un patient et une absence de réponse a la
phagothérapie chez 6 patients. Ces préparationétémées plus efficaces. Les préparations phagiques
dirigées contreEscherichia coli (11 patients) ont amené des réponses satisfagsahtz 6 patients
avec en particulier une éradication du pathogérfmu ain rétablissement pour 2 d’entre eux. Les
réponses insuffisantes (11 patients) comportenadediorations cliniques transitoires (6 patiermts)
des absences de réponse au traitement (5 patieessghiffres rapportés pour les préparations éasy
contre les staphylocoques (79 patients) sont psodde bonnes réponses a la phagothérapie ont été
observées chez 29 patients avec notamment uneaiadidu pathogene et/ou rétablissement chez 12
patients, de bons résultats cliniques chez 7 fgatetnune amélioration cliniqgue chez 10 patienes L
réponses non satisfaisantes (50 patients) metteénidence une ameélioration clinique transitoirezh

18 sujets, une absence de réponse a la phagothétega 20 sujets et une détérioration clinique éhez
sujets. Enfin, les moins bons résultats reviennmmt préparations phagiques dirigées contre
Pseudomonas (15 patients). En effet, il y a seule@@atients qui présentent de bonnes réponses a |
phagothérapie, dont une éradication du pathogéfoer eétablissement du patient. Les réponses
insuffisantes (12 patients) sont principalementéspntées par des améliorations cliniques trarestoi

(6 patients). Mais, il faut également souligner absence de réponse au traitement chez 2 pattents e
une détérioration clinique chez 3 patients.

Une question importante est de savoir si la voadutinistration des préparations influence
I'efficacité du traitement. Le tableau suivant (fig 29) présente les résultats obtenus avec les
différentes voies d’administration, ainsi qu'av&ssociation de plusieurs de ces voies (si au

moins 3 patients ont recu le traitement avec @sseciation).
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Le plus important pourcentage de bonnes réponsesaitement a été trouvé chez les patients
recevant le traitement par voie orale (72,2% de bsmaponses), tandis que le taux le plus
élevé d’éradication du germe pathogéne et/ou iiétarhent du patient a été observé chez les
patients recevant le traitement par voie intratecfd4%). La différence d'efficacité de la
thérapie entre les patients recevant le traiterpantoie orale et ceux recevant le traitement
par voie topique (28,6% de bonnes réponses) ditisfacment significativep(= 0,012). De
plus, 'administration intrarectale des préparai@hagiques et I'association d’administration
par voie orale et topique sont significativementispefficaces que la voie topique seule
(respectivement = 0,026 ep = 0,0312).

Chez 44 patients du protocole (28,8%), la thérppiagique a été utilisée en association a
d’autres agents antibactériens, que ce soit simeit@nt ou entre les cycles d’administration
phagique. Les agents utilisés regroupent des atitbes (41 patients), des désinfectants (9
patients) et/ou des produits a base de plantéséets lors de certaines infections (4 patients).
Ces agents peuvent étre utilisés séparément ogseciation. Dans la majorité des cas, ils
sont administrés en continuité de l'antibiothéragiébutée avant la thérapie phagique, ou
pendant la thérapie phagique a cause de I'aggmvdes symptomes de l'infection (25 cas).

Chez d’autres sujets, ils ont été administrés suitapparition d’'une nouvelle infection non

relative a la thérapie phagique (7 patients), gmallier au manque de phage lytique dirigé
contre un ou plusieurs germes pathogéenes chez atents ayant une polyinfection (5

patients), lors d’'une surinfection développée ausde la thérapie phagique (5 patients), ou
lors de I'aggravation des symptémes de linfectenire les cycles de thérapie phagique (2
patients). La comparaison de l'efficacité de lardpée phagique chez les patients traités
uniquement par phages et ceux recevant une assogiage/agent antibactérien ne montre
pas de différences significatives. En effet, orrorete 40,9% de bonnes réponses au
traitement chez les patients traités par phage38#€% chez ceux recevant I'association
phages/agents antibactériens. Le taux d'éradicaliopathogene est méme plus élevé chez
les patients traités par phages seuls que chezpd¢ients traités par I'association

phages/agents antibactériens (13,6%). Cependadifféaence entre les deux groupes n’est
pas statistiquement significative. En apparence diundisation d’agents antibactériens par

les patients durant la thérapie phagique n’a pasenéé le résultat de la thérapie.
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Figure 29 : Evaluation des résultats de la thérggmagigue en fonction de la voie

d’administration des préparations

Oral/ Rectal/ Inhalations
Topical Oral topical” Rectal topical® Vaginal of aerosol
(n=70) (h=1) (h=22) (n=18) (n=14)  (n=6) (n=13)
Category of response to treatment n % n % n % n % n % n % n %
A - pathogen eradication 9 129 3 273 4 182 8 444 3 214 1 167 0 00
and/or recovery
B - good clinical result 5 71 4 364 1 45 1 56 1 71 0 00 1 333
C - clinical improvement 6 86 1 91 7 318 1 56 1 71 2 333 0 00
D - questionable clinical 5 71 0 00 2 9.1 0 00 2 143 0 00 1 333
improvement
E - transient clinical improvement 19 27.1 1 91 4 182 2 111 2 143 1 167 0 00
F - no response to treatment 18 257 2 182 4 182 6 333 5! 357 2 333 0 00
G - clinical deterioration 8 114 0 00 0 00 0 00 0 00 0 00 1 333
Good response (total A-C): 20 28.6 8 72.7 12 545 10 55.6 5 357 3 50.0 1 333
Inadequate response (total D-G): 50 71.4 3 273 10 45.5 8 444 9 643 3 50.0 2 66.7

Le tableau présente les voies d’administratioradghiagothérapie, ou leurs associations, utiliskes c
au moins 3 patients. Dans le cas d’associatiossydées d’administration peuvent étre utilisées de
maniere concomitante ou conseécutive. La voie malde (11 patients) permet d’obtenir le meilleur
pourcentage de bonnes réponses au traitement plea@gatients soit 72,7%), avec en particulier 3
patients chez qui une éradication du pathogene e¢tablissement a été possible et 4 patients pour
lesquels de bons résultats clinigues ont été obteba voie rectale seule (18 patients) permet
également d’obtenir de bonnes réponses (10 pat®ritH5,6%), avec notamment 8 cas d’éradication
du pathogene et/ou rétablissement complet. Lesleagponses insuffisantes (8 patients soit 44,4%)
sont principalement représentés par des absenc&paolese au traitement (6 patients). L'association
des voies orales et topiques (22 patients) estrgé&ing de bonnes réponses chez 12 patients (54,5%)
une éradication du pathogéene et/ou rétablissenoemplet chez 4 patients et une amélioration clinique
chez 7 patients. Les 10 patients pour lesquelsganse au traitement a été insuffisante regrougemnt
améliorations cliniques transitoires (4 patientl®s améliorations cliniques discutables (2 patjegits
une absence de réponse a la phagothérapie (4tpatlemvoie vaginale (6 patients) présente autant
bonnes réponses au traitement que de réponsesqirmddg. L'association des voies rectales et
topiques (14 patients) entraine des résultats @stes : 35,7% de bonnes réponses, dont 21,4%
d'éradication du pathogene et/ou rétablissementptetimais 64,3% de réponses inadéquates, dont
35,7% d’absence de réponse au traitement.

La voie topique a été largement utilisée (70 paédlemais n’a pas montré une grande efficacité :
28,6% de bonnes réponses (20 patients) contre 7#@% € ponses inadéquates (50 patients). En
particulier, une éradication du pathogéne et/oabtétsement complet a été observée chez 9 patients,
mais les améliorations cliniques transitoires (afigmts), les absences de réponse au traitement (18
patients) et surtout les détériorations cliniquepdtients) ont été fréquentes.

La voie pulmonaire est difficile a juger parce diighalation d’aérosols a été utilisée chez 3 pate
seulement. A noter, un bon résultat clinique maantrario, une détérioration de I'état clinique d'un
patient.
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Une autre question importante est de savoir sigtexune corrélation entre la durée de la
thérapie phagique et son efficacité. L'analyse aselsur 149 patients, chez qui la date de la
derniére administration de phages est connue. Léedecumulée du traitement (somme des
jours ou le traitement a été administré) varie mErablement selon les résultats de la
thérapie phagique, I'apparition d’effets indésiesbét la voie d’administration employée. La
durée cumulative moyenne du traitement est de &5 jd.a durée minimale du traitement est
de 3 jours et la durée maximale est de 328 joueprBs les données obtenues, il n'y a pas de

corrélation significative entre la durée du traiéemhet son efficacité (figure 30).

Figure 30 : Durée cumulée du traitement phagique

Category of the response No.of  Median Minimum Maximum
to treatment patients (days) (days) (days)
A - pathogen eradication and/or 27 43.0 6 165
recovery
B - good clinical result 18 71.0 21 165
C - clinical improvement 19 87.0 12 209
D - questionable clinical 10 68.5 14 161
improvement
E - transient clinical improvement 33 63.0 16 328
F - no response to treatment 87 46.0 4 144
G - clinical deterioration 10 34.5 3 89
Total: 149 55.0 3 328

L'éradication du pathogene et/ou le rétablissentamplet, obtenue chez 27 patients, s’opére en
moyenne plus rapidement que les bons résultatiatia (catégorie B) et I'amélioration clinique
(catégorie C) (respectivement 43 jours en moyeomi@re 71 jours et 87 jours). De la méme maniére,
le nombre minimum de jours pour obtenir ces réporesg plus court dans le cas d'éradication du
pathogene (6 jours) que dans le cas d’'un bon egslihique (21 jours) ou de I'amélioration clingu
(12 jours). Parallélement, et de maniere assezigioés; I'absence de réponse au traitement et la
détérioration clinique sont les plus rapides desmées insuffisantes (respectivement 46 jours & 34
jours en moyenne). Les améliorations cliniquesud&ales et transitoires sont des réponses plussent
a se mettre en place et relativement proches aredumoyennes (68,5 jours et 63 jours en moyenne).
Enfin, la durée globale moyenne du protocole phagigst de 55 jours. La durée minimale du
traitement est de 3 jours (elle correspond & ukéridéation clinique) et la durée maximale est @8 3
jours (elle correspond a une amélioration clinittaesitoire).
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Il N’y a pas de différences significatives en ceapncerne les durées cumulées de traitement
des six types d’infections traitées (infections tgas et urinaires de I’'homme, infections
génitales et urinaires de la femme, infectionstéssis mous, infections cutanées, infections
orthopédiques et infections respiratoires) préssntians la figure 31 (Partie V.11l d). Les

durées moyennes des traitements cumulés vont 8goi8s a 66 jours.

d. Evaluation détaillée de la phagothérapie

Une analyse comparative des résultats obtenus I patients est réalisée en fonction du
type d’infection contractée. Les infections sonpamties en 6 catégories (figure 31):
infections génitales et urinaires de I’'homme (28guas), infections génitales et urinaires de
la femme (22 patientes), infections des tissus n{@0spatients), infections cutanées (10
patients), infections orthopédiques (37 patientsnfections respiratoires (24 patients). Un
patient souffrant de bactériémie récurrentEnderococcus faecalis est exclu (car il n’entre

dans aucune des six catégories du tableau). litragé par des phages dirigés contre
Entérocoques par voie orale et par antibiotiquese Wonne réponse au traitement est

obtenue.

Une bonne réponse a la thérapie phagique a étausbtshez 48,3% des hommes ayant une
infection génitale ou urinaire, 45,9% des pati@yant une infection orthopédique, 36,7% des
patients ayant une infection des tissus mous, 3@ld8femmes ayant une infection génitale
ou urinaire, 30% des patients ayant une infectiotlareée et 29,2% des patients avec une
infection de l'arbre respiratoire. Cependant, leffédinces d’efficacité des traitements
phagiques en fonction du type d’infections ne g@# statistiquement significatives.

Le plus haut taux d’éradication du pathogene atébablissement du patient est obtenu chez
les hommes ayant une infection génitale ou urin@9%). Cette valeur est trés largement
supérieure au taux d'éradication du pathogéne ettablissement des patients ayant une
infection de l'arbre respiratoire ou une infectiomtanée (respectivement 8,3% et 0%). La

différence est cette fois statistiquement signifiaa(respectivement = 0,01 ep = 0,021).
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Figure 31 :_Evaluation des résultats de la thérph@gique en fonction du type d’infection
des patients

Genital and Genital and

urinary tract  urinary tract Respiratory
infections in  infections in  Soft tissue  Skin Orthopedic  tract
men® women® infections® infections® infections® infections’
(n=129) (n=22) (n=30) (=10 (n=37) (n = 24)
Category of response to treatment n % n % n % n % n % n %
A - pathogen eradication and/or recovery 11 ~ 37.9 3 136 5 167 0 00 7 189 2 83
B - good clinical result 2 6.9 0 0.0 2 67 2 200 3 8.1 3 125
C - clinical improvement 1 34 5 227 4 133 1 100 7 189 2 83
D - questionable clinical improvement 2 6.9 0 0.0 2 67 0 00 3 8.1 3 125
E - transient clinical improvement 5 172 4 182 8 267 5 500 8 216 3 125
F - no response to treatment 8 276 10 455 6 200 1 100 7 189 7 292
G - clinical deterioration 0 0.0 0 0.0 3 100 1 100 2 54 "4 167
Good response (total A-C): 14 483 8 364 1 367 3 300 17 459 7 292
Inadequate response (total D-G): 15 517 14 63.6 19 633 7 700 20 541 17 708

Les hommes atteints d’'infections génitales et im@sa(29 patients) regroupent 13 cas de prostatite
bactérienne chronique, 10 cas d'infections urirsaigt 6 cas de prostatite chronique associée a une
infection urinaire. Cette catégorie répond de manpositive au traitement dans 48,3% des cas, dont
37,9% d’éradication du pathogene et/ou rétablisaeroemplet. Les réponses inadéquates (51,7%)
sont majoritairement une absence de réponse aentent (27,6%) et une amélioration clinique
transitoire (17,2%).

Les femmes atteintes d’'infections génitales etaims (22 patientes) regroupent 14 cas d’'infection
urinaire, 3 cas d'infection vaginale et 5 cas dutfon urinaire associée a une infection vaginads.
bonnes réponses au traitement (8 patientes) sdatialgées par 3 cas d'éradication du pathogéne et
5 cas d’amélioration clinique. Les réponses inadéxpi(63,6%) sont constituées par 4 patientes ayant
une amélioration clinique transitoire et 10 patsne répondant pas au traitement.

Les infections des tissus mous (30 cas) regrougestinfections post-opératoires (6 patients), des
ulcéres de la jambe (8 cas), des abces et phle@bnoas) et des infections des tissus profonds (11
cas). Les bonnes réponses au traitement (36, 7% psdestent principalement par une éradication du
pathogene (5 patients) et une amélioration clini¢diepatients). Les réponses insuffisantes (19
patients) sont liées & une ameélioration cliniqamgitoire (8 patients), a une absence de réponse au
traitement (6 patients) et a une détériorationaplia (3 patients).

Les infections cutanées (10 patients) regroupestimfections auriculaires externes (3 patients$, de

infections locales (3 patients), une dermatite igtog compliquée par une infection staphylococcique
(1 patient), un cas d'acné, un cas d'eczéma sutinfet un cas de furonculose. De bons résultats
cliniques sont obtenus chez 3 patients seulemesper@ant, les réponses inadéquates sont
majoritairement représentées par des amélioratiingjues transitoires (5 patients). A noter, une

absence de réponse au traitement chez un patieng etétérioration clinique chez un autre patient.

Les infections orthopédiques (37 patients) regrotipes infections des prothéses articulaires (8
patients), les ostéomyélites (21 patients), lesciibns articulaires (5 patients), I'association
d’'ostéomyélite et d’'infection articulaire (2 patipet une discite (1 patient). Les réponses fauesab
au traitement sont obtenus chez 17 patients doas d’éradication du pathogene et/ou rétablissement
complet. Les réponses inadéquates (20 patients) dominées par les améliorations cliniques
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transitoires (8 patients) et I'absence de répomnstaitement (7 patients). Il faut souligner 2 das
détérioration clinique lors du traitement.

Enfin, les infections respiratoires (24 patientegroupent des infections de l'arbre respiratoire
supérieur (17 patients), des infections de I'arespiratoire inférieur (4 patients) et 3 cas d'atiiens
mixtes. Les réponses au traitement sont moyennes ldasemble : 7 cas d’amélioration clinique et
17 cas de réponses défavorables dont 7 cas d'aderéponse au traitement et 4 cas de détérioratio
clinique.

Une analyse séparée a été menée pour chacunexdgpes d'infections décrites dans le
tableau précédent. Il s’agit d'évaluer l'influende la voie d’administration des préparations

et du type de phages utilisés sur I'efficacitéalthkrapie phagique.

Le groupe de patients atteints d’infection orthaogéd est composé de 37 sujets (figure 32).
Dans ce groupe, la fréequence de bonnes réponsémitment est significativement plus
importante chez les patients ayant recu le traiterpar voie orale (4 patients soit 100%) ou
par I'association voie orale/voie topique (6 pasesbit 75%) que chez ceux recevant le
traitement uniquement par voie topique (7 patisnts28% ; respectivemept= 0,026 ep =
0,014). Par contre, il n'y a pas de différenceqificatives en ce qui concerne le taux
d’éradication du pathogene et/ou rétablissement pmhiient entre les trois voies

d’administration.

La majorité des patients atteints d’infection opg@édique a recu un traitement par phages
dirigés contreStaphylococcus (34 patients). Une bonne réponse au traitememné at#enue
chez 16 patients (47,1%). Les autres types de matpas phagiques utilisées ont été

efficaces chez 33,3% des patients (3 patients).
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Figure 32 :_Evaluation des résultats de la thérghiagique chez les patients ayant une

infection orthopédique

Way of administration of the phage preparation  Type of phage preparations applied

Topical® Oral/topical® Oral Staphylococcal ~ Other”

(n = 25) (n = 8) (n=4) (n = 34) (n=3)
Category of response to treatment n % n % n % n % n %
A - pathogen eradication and /or recovery 3 120 2 250 2 500 7 206 0 0.0
B - good clinical result 1 4.0 0 0.0 2 500 3 8.8 0 0.0
C - clinical improvement 3 120 4 500 0 0.0 6 176 1 333
D - questionable clinical improvement 3 120 0 0.0 0 0.0 3 8.8 0 0.0
E - transient clinical improvement 6 240 2 250 0 0.0 6 176 2 667
F - no response to treatment 7 280 0 0.0 0 0.0 7 206 0 0.0
G - clinical deterioration 2 8.0 0 0.0 0 0.0 2 5.9 0. 00
Good response (total A-C): 7 28.0 6 750 4 100.0 16 471 1 333
Inadequate response (total D-G): 18 72.0 2 250 0 0.0 18 529 2 667

La voie topique a été la plus largement utilisé® (tients). Elle comporte I'application de
compresses imprégnées de phages et/ou des imgdtiotamment fistulaires). Les résultats obtenus
ne sont pas satisfaisants chez 18 patients. Eicydéat, 7 patients n'ont pas répondu au traitensnt

2 patients ont vu leur état clinique se détériodParmi les bonnes réponses au traitement (7 pstient

il y a 3 cas d’éradication du pathogene et/ou tissdiment complet.

L'association des voies orales et topiques (8 ptjeentraine des réponses satisfaisantes chez 6
patients dont 2 cas d'éradication du pathogéndaut également remarquer que les 2 réponses
insuffisantes sont des cas d’amélioration clinittaesitoire ; aucune absence de réponse au traiteme
ou détérioration clinique ne sont rapportées.

La voie orale seule (4 patients seulement) estjaaipla plus efficace : 100% de bonnes réponses,
dont 50% d’éradication de pathogéene et/ou rétadhesnt complet. Cependant, le nombre de patients,
trés faible, ne permet pas de tirer de conclusitides

Les préparations phagiques dirigées contre leshygtamques (34 patients) entrainent des bonnes
réponses chez 16 patients, dont une éradicatiopathogéne et/ou rétablissement complet chez 7
d’entre eux. Parmi les réponses inadéquates (18npg)t on retrouve principalement une absence de
réponse au traitement (7 patients) et une amébaoratinique transitoire (6 patients). Il faut égadent
souligner que les 2 patients qui ont vu leur éiaique se détériorer utilisent des préparatiomgées
contreStaphylococcus.

Enfin, d’autres préparations phagiques ont été midines (3 patients): 2 sont dirigées contre
Pseudomonas et 1 est dirigée contr&nterobacter. Les résultats mettent en évidence un cas

d’amélioration clinique et deux cas d’améliorat@imique transitoire.

122



Des résultats intéressants sont obtenus en compartdrapie phagique entre deux groupes
de patients ayant une infection orthopédique. leanper groupe inclut les patients ayant recu
le traitement phagique par voie orale seule ouvo@ orale et topique (12 patients). Le
second groupe est composé des patients ayantad¢i@ittment uniquement par voie topique
(25 patients). Les deux groupes sont statistiquem@mparablesp(> 0,05) du point de vue
du sexe (respectivement 25% et 24% de femmes é@angroupes 1 et 2), de 'dge moyen
(respectivement 61 et 53 ans), du temps cumuléadernent (respectivement 53 et 70 jours),
de l'utilisation d’agents antimicrobiens (respeetient 25% et 24%) et du pourcentage de
monoinfections &aphylococcus aureus (respectivement 91,7% et 92%). La durée moyenne
de l'infection est respectivement de 18 et 36 mois cette différence n’est pas significative
du point de vue statistique. Les auteurs ont obsemé fréquence significativement
supérieure de bonnes réponses au traitement cheatients du groupe 1 (83,3%) que chez
ceux du groupe 2 (28%p € 0,005). Il y a également une différence sigative lorsque les
patients sont traités uniquement par phages 0,006). Dans ce cas, une bonne réponse au
traitement a été obtenue chez 58,3% des patienggsadype 1 (8 patients) et chez seulement

20% des patients du groupe 2 (19 patients).

Ceci permet de mettre en évidence que, dans |e alimhfections orthopédiques, l'activité
des phages est supérieure apres une administratada que par voie locale. On peut
également supposer que les phages administrés jgaonade sont absorbés (transloqués) et

distribués jusqu’au site de I'infection.

Le groupe de patients ayant une infection desgissous comporte 30 sujets (figure 33). La
voie d’administration topique, qui a été la pludlisée, a donné de bons résultats chez 9
patients (soit 34,6% de bonnes réponses) et udeatian du pathogene et/ou rétablissement
du patient chez 4 patients (15,4%). L’associaties bies orale et topique a été utilisée chez
seulement 3 patients (dont 1 éradication du patiegét celle des voies rectale et topique
chez 1 patient dont l'état clinique s’est amélio#e plus, les phages dirigés contre
Saphylococcus se sont averés plus efficaces que ceux dirigédrecdPseudomonas :
respectivement 35,7% de bonnes réponses (5 pasienis! traités) contre 0% (0 patients sur
8).

123



Figure 33 :_Evaluation des résultats de la thérabiagigue chez des patients ayant une

infection des tissus mous

Way of administration of the phage preparation Type of phage preparations applied

Topical® Oral/topical® Rectal/topical® Staphylococcal Pseudomonas Other”

(n = 26) (n=13) (n=") (n = 14) (n=8) (n=8)

Category of response to treatment n % n % n % n % n % n %
A - pathogen eradication and /or 4 154 1 333 0 0.0 3 214 0 0.0 2 250

recovery

B - good clinical result 2 77 0 00 0 0.0 1 7.1 0 0.0 1 125
C - clinical improvement 3 115 0 00 1 100.0 1 ) 0 0.0 3 375
D - questionable clinical improvement 1 38 1 333 0 0.0 0 0.0 1 125 1 125
E - transient clinical improvement 7 269 1 333 0 0.0 4 286 4 500 0 00
F - no response to treatment 6 231 0 00 0 0.0 4 286 2 250 0 00
G - clinical deterioration 3 115 0 00 0 0.0 1 el 1 12.5 1 125
Good response (total A-C): 9 346 1 333 1 100.0 5 357 0 0.0 6 75.0
Inadequate response (total D-G): 17 654 2 66.7 0 0.0 9 643 8 100.0 2 250

La voie topique seule a été la plus utilisée (26epss). Elle comporte I'application de compresses

imprégnées ainsi que des irrigations (fistulairesao niveau d’abcés). 9 patients ont bien répondu a

traitement mené par cette voie. Parmi eux, uneicga@oin du pathogene et/ou rétablissement complet
a été obtenue chez 4 patients. Il y a, par cohtesas de réponses inadéquates, avec en partiéulier

cas d'amélioration cliniqgue transitoire, 6 cas datce de réponse au traitement et 3 cas de
détérioration clinique.

La voie orale associée a la voie topique (3 patisatlement) a entrainé une éradication du patkogén
(33%), une amélioration clinique transitoire (338t)une amélioration clinique discutable (33%). La
voie rectale associée a la voie topique (1 pategnguant a elle, entrainé une amélioration clieiqu

Des préparations phagiques dirigées costiphyl ococcus ont été administrées chez 14 patients. On
dénombre 5 cas de bonnes réponses, dont 3 éradidlti pathogéne et/ou rétablissement du patient.
Les réponses inadéquates (9 patients) sont priecigat représentées par des améliorations cliniques
transitoires (4 patients) et des absences de ré@ansraitement (4 patients). Il faut aussi sodiga
détérioration de I'état clinique d’un patient.

Les préparations phagiques dirigées corfseudomonas (8 patients) se sont toutes révélées
« inefficaces » : 4 cas d’amélioration cliniquensitoire, 1 cas d’amélioration clinique discutal?e,
cas d’absence de réponse au traitement et 1 a&t@hgoration clinique.

Enfin, les « autres » préparations (8 patientsjoggent des phages dirigées coraisgphylococcus et
Pseudomonas (3 patients)Enterococcus (2 patients)Escherichia coli (1 patient),Proteus (1 patient)
et Salmonella (1 patient). Des bonnes réponses ont été obtemazss patients.

Le groupe des hommes atteints d’infection génitaleurinaire comporte 29 patients (figure
34) dont 13 cas de prostatite seule, 6 cas degtitesassociée a une infection urinaire et 10
cas d’infection urinaire seule. Une bonne réponsé&raitement a été obtenue chez 9 des 15
patients traités par voie intrarectale (60%) ezcheles 12 patients traités par une association
voie rectale/voie topique (33%). Il y a des difftzes d’efficacité en ce qui concerne la

sélectivité des préparations phagiques utiliséas.tduix important de bonnes réponses au
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traitement a été retrouvé chez les patients trpdédes phages dirigés conEeterococcus

(7 patients sur 12, soit 58,3%). Ce taux est de @D¥atients sur 5) chez les patients traités
par des phages dirigés confgcherichia coli. D’'un point de vue statistique, cette différence
n'est pas significative. De plus, le taux d’ératma du pathogéne et/ou rétablissement du
patient est nettement plus élevé chez les pati¢ratiseés par phages dirigés contre

Enterococcus (7 patients sur 12, soit 58,3%) que chez ceuxéBgar phages dirigés contre

Escherichia coli (1 patient sur 5, soit 20%).

Ces résultats permettent de mettre en évidenctvitécdes phages aprés une administration
par voie rectale. On peut donc supposer que legeshsont, suite a I'administration rectale,

absorbés et distribués au niveau du site de l'fitflec

Il'y a 22 patientes atteintes d’infection génitale urinaire, dont 3 cas d’infection vaginale

seule, 5 cas d’infection vaginale et urinaire etad d’infection urinaire seule (figure 35). Les
voies d’administration les plus efficaces chezpgagentes sont la voie intravaginale et la voie
orale avec toutes les deux 50% de bonnes répoundesit@ment (respectivement 3 patientes
sur 6 et 2 patientes sur 4). Cependant, le plus teaxx d’éradication du pathogene et/ou
rétablissement du patient est obtenu chez les femraeevant le traitement par voie

intrarectale (1 patiente sur 3, soit 33,3%). Corafpaement, ce taux est de 25% chez les
patientes traitées par voie orale (1 patiente $wet4le 16,7% chez celles traitées par voie

intravaginale (1 patiente sur 6).

Il N’y a pas de différences significatives en ca goncerne l'efficacité des préparations
phagiques dirigées contkescherichia coli et celles dirigées contienterococcus : 30 % de

bonnes réponses au traitement, dont 14,3% d’étamticdu pathogéne et/ou rétablissement
du patient dans le premier cas et 28,6% de boné@psnses au traitement, dont 20%

d’éradication du pathogene et/ou rétablissemeipatient dans le second cas.
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Figure 34 ;_ Evaluation des résultats de la thérppagiqgue chez des patients masculins ayant

une infection génitale ou urinaire

Way of administration of the phage preparation  Type of phage preparations applied

Rectal Rectal/topical® Other” Enterococcal E. coli Other”

(n=15) (n=12) (n=2) (n=12) (n=5) (n=12)
Category of response to treatment n % n % n % n % n % n %
A - pathogen eradication and/or recovery 7 46.7 3 250 1 500 7 583 1 200 3 250
B - good clinical result 1 67 1 83 0 00 0 00 1 200 1 83
C - clinical improvement 1 67 0 00 0 00 0 00 0 00 1 83
D - questionable clinical improvement 0 00 2 167 0 00 0 00 0 00 2 167
E - transient clinical improvement 2 133 2 167 1 500 0 00 2 400 3 250
F - no response to treatment 4 267 4 333 0 00 5 417 1 200 2 167
G - clinical deterioration 0 00 0 00 0 00 0 00 0 00 0 00
Good response (total A—C): 9 60.0 4 333 1 500 7 583 2 40.0 5 417
Inadequate response (total D-G): 6 40.0 8 66.7 1 50.0 5 417 3 60.0 7 583

Les préparations phagiques administrées par votalee(15 patients) ont amené de bonnes réponses
au traitement chez 9 patients, dont 7 cas d’érdicalu pathogéne et/ou rétablissement complet.

Parmi les réponses insuffisantes (6 patients)etmouve principalement 4 patients non répondeurs au
protocole thérapeutique.

La voie rectale associée a la voie topique (conmgrehapplication de compresses imprégnées) a été
utilisée chez 12 patients. Il y a 4 patients paurune bonne réponse au traitement a été obteBue :

cas d'éradication du pathogéne et 1 cas de bonstaisscliniques. Les réponses inadéquates (8
patients) sont représentées par une absence desecpa traitement (4 patients), une amélioration
clinique discutable (2 patients) et une amélioratiinique transitoire (2 patients).

Les autres voies utilisées (2 patients) sont l'eission des voies orale et topique (1 patient) et d
voies orale et rectale (1 patient). Une éradicatthn pathogéne et/ou rétablissement et une
amélioration clinique transitoire ont été observées

Les préparations dirigées confaterococcus (12 patients) a permis d’obtenir 7 cas d’éradoratiu
pathogéne. Mais 5 patients n’ont pas répondu #ermant.

Les préparations dirigées conltscherichia coli (5 patients) ont entrainé I'éradication du patimegét
de bons résultats cliniques chez un patient. Plsniéponses insuffisantes (3 patients), on re&ouv
deux cas d’amélioration clinique transitoire (408tun cas d’absence de réponse au traitement (20%).

Enfin, les «autres » préparations utilisées (1Zepts) sont des préparations dirigées contre
Pseudomonas (3 patients) Enterococcus et Staphylococcus (2 patients) Saphylococcus (1 patient),
Klebsidlla (1 patient)Escherichia coli etKlebsiella (1 patient) Enterococcus etKlebsiella (1 patient),
Enterococcus et Escherichia coli (1 patient),Enterococcus et Citrobacter (1 patient) eEnterococcus

et Pseudomonas (1 patient). 5 patients ont bien répondu a cesgpegions, tandis que 7 patients ont eu
des réponses insuffisantes.

Il faut souligner qu’aucun des patients traitésvuaon état clinique se détériorer.
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Figure 35 :_Evaluation des résultats de la thérapiagigue chez des patientes ayant une

infection génitale ou urinaire

Way of administration of the phage preparation Type of phage preparations applied
Vaginal Oral Rectal Other” E. coli Enterococcal/  Other”
(n = 6) (n=4) (n=3) (n=9) (n=10) Ecolifn=7) (n=05)
Category of response to treatment n % n % n % n % n % n % n %
A - pathogen eradication 1 167 1 250 1 333 0 00 1 100 1 143 1 200
and/or recovery
B - good clinical result 0 00 0 00 0 00 0 00 0 00 0 00 0 00
C - clinical improvement 2 333 1 250 0 00 2 222 2 200 1 143 2 400
D - questionable clinical 0 00 0 00 0 0.0 0 00 0 00 0 00 0 00
improvement
E - transient clinical 1 167 1 250 0 00 2 222 3 300 1 143 0 00
improvement
F - no response to treatment 2 333 1 250 2 66.7 5 556 4 400 4 571 2 400
G - clinical deterioration 0 00 0 00 0 00 0 00 0 00 0 00 0 00
Good response (total A-C): 3 50.0 2 500 1 333 2 222 3 300 2 286 3 600
Inadequate response 3 50.0 2 500 2 66.7 7 778 7 700 5 714 2 400

(total D-G):

La voie vaginale (6 patientes) a permis d’obtemiraas d'éradication du pathogene et deux cas
d’amélioration clinique. Les réponses ont été ifisafites chez 3 patientes : 2 patientes n’ont pas
répondu au traitement et une patiente a eu unda@até@n clinique transitoire.

La voie orale (4 patientes) a entrainé 50% de mnégonses au traitement dont 1 cas d’éradication
du pathogene et/ou rétablissement complet du patemmi les réponses insuffisantes, on remarque
une patiente qui n'a pas répondu au traitementighag

La voie rectale (3 patientes) a permis d’obterérddication du pathogene chez 1 patiente. Mais 2
patientes n’ont pas répondu au traitement.

Les « autres » voies utilisées (9 patientes) statvoie topique (1 patiente), les bains de sigige (
patiente), les voies orale et topique (1 patiems)yoies orale, rectale et topique (1 patiems)voies
rectale et topique (1 patiente), les voies vagietlerale (1 patiente), les voies vaginale et tedth
patiente), les voies vaginale et topique (1 patieet les voies vaginale, orale et topique (1 psdie Il

y a eu 2 cas d'amélioration clinique, 2 cas d’aorélion clinique transitoire et 5 patientes non
répondeuses au traitement.

Les préparations dirigées conkscherichia coli (10 patientes) ont entrainé des réponses satisfas
chez 3 patientes. Les réponses insuffisantes (ienpes) sont des cas d'amélioration clinique
transitoire (3 patientes) et des absences de ré@angaitement (4 patientes).

Les préparations dirigées contEnterococcus et Escherichia coli (7 patientes) se sont avérées
efficaces chez 2 patientes. Parmi les réponsesatisfaisantes (5 patientes) figurent 4 absences de
réponse au traitement.

Enfin, les «autres » préparations (5 patientegrorgent des préparations dirigées contre
Enterococcus (2 patientes)Saphylococcus (1 patiente) Enterobacter (1 patiente) eEnterococcus et
Proteus (1 patient). Elles ont entrainé 3 bonnes répoasefaitement, mais 2 patientes n’ont pas
répondu au protocole.
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Les infections de larbre respiratoire concernent Rdtients (figure 36). La voie
d’administration la plus utilisée pour traiter qetients a été la voie topique (représentée par
des gargarismes et des gouttes nasales de prépagshtigique). Elle a permis d’obtenir 25%
de bonnes réponses au traitement (3 patients 3utol? 16,7% d’éradication du pathogéne
et/ou rétablissement du patient (2 patients sur lI@ssociation des voies orale et topique a
permis une bonne réponse au traitement chez 33%ujets. Cependant, il n'y a pas eu
d’éradication du pathogene et/ou de rétablissengeniplet parmi les 6 patients traités.
Seulement 3 patients ont été traités par inhalatiaérosols. Il y a un cas de bons résultats
cliniques (33,3%) et deux cas de réponses norfaatiates (66,6%). Il est toutefois difficile
de tirer une conclusion a partir de ces 3 patieDts.plus, les auteurs n'ont pas précisé
pourquoi 'administration de phages sous formembs@s n'a pas été davantage utilisée.

Les préparations phagiques dirigées coSBtaphylococcus ont une efficacité estimée a 30%
(6 patients sur 20 ayant une bonne réponse atertraitt), dont 10% d’éradication du

pathogene.

Les résultats des traitements phagiques destitr@#ter les infections respiratoires sont dans
'ensemble nettement moins bons que les autragermants menés. Ceci pourrait s’expliquer
par une moindre diffusion des phages au niveauadleré respiratoire. Par conséquent, les

concentrations phagiques ne permettraient pasetioghine activité satisfaisante.

Enfin, le groupe des patients ayant une infectitiareée est composé de 10 sujets (figure 37).
La voie topique, la plus utilisée (6 patients), ta éfficace chez 1 seul patient (16,7%
d’efficacité). L'association des voies orale etitpg a par contre montré une efficacité de
66,7% (chez 2 patients sur 3). La voie orale ssldst montrée inefficace sur le seul patient
chez qui elle a été utilisée. 9 des 10 patientsedgroupe ont recu des phages dirigés contre
Saphylococcus, avec une efficacité de 22,2% (2 patients sur&fyne bonne réponse au
traitement). Toutefois, aucun traitement n’a permige éradication du pathogene et/ou

rétablissement du patient.
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Figure 36 :_Evaluation des résultats de la thérabiagigue chez des patients ayant une

infection de I'arbre respiratoire

Type of phage preparations

Way of administration of the phage preparation applied
Inhalation

Topical® Oral/topical  of aerosol Other” Staphylococcal ~ Other®

(n=12) {(n=6) (n=73) (n=13) (n = 20) (n=4)
Category of response to treatment n % n % n % n % n % n %
A - pathogen eradication 2 167 0 00 0 00 0 00 2 100 0 00
and /or recovery
B - good clinical result 1 83 0 00 1 333 1. 33.3 2 100 1 250
C - clinical improvement 0 00 2333 0 00 0 00 2 100 0 00
D - questionable clinical improvement 1 8.3 1 16.7 1 333 0 0.0 3 150 0 00
E - transient clinical improvement 2 16.7 0 00 0 00 1 333 2 100 1 250
F - no response to treatment 4 333 3 500 0 00 0 00 7 350 0 00
G - clinical deterioration 2 16.7 0 0.0 1:333 1 333 2 100 2 500
Good response (total A-C): 3 25.0 2 333 1 333 1 333 6 300 1 250
Inadequate response (total D-G): 9 75.0 4 66.7 2 66.7 2 66.7 14 70.0 3 750

La voie topique (12 patients) correspond a desagemes et a 'administration de gouttes nasales de
préparations phagiques. Il y a 3 cas de bonnesnségsoau traitement et 9 cas de réponses
insuffisantes. Parmi les réponses non satisfaisante remarque 4 patients qui ne répondent pas au
traitement et 2 patients dont I'état clinique seédere.

L'association des voies orale et topique (6 patlené montre pas une efficacité supérieure : 2pisti
ont une amélioration clinique mais 3 ne répondastau traitement.

L'inhalation d’aérosols (3 patients) entraine daésultats chez 1 patient, une améliorationguliei
discutable chez 1 autre patient mais une détéidorde I'état clinique du®Jatient.

Les « autres » voies utilisées (3 patients) stat/oie orale (1 patient) et I'association de |zevorale
a l'inhalation d'aérosols (2 patients). Les rédslsont presque identiques, avec 1 réponse satisfai
et 2 réponses inadéquates.

Les préparations dirigées con@&phylococcus (20 patients) entrainent des bonnes réponses6chez
patients, dont 10% d’éradication du pathogéne ettablissement des patients. Parmi les réponses
non satisfaisantes (14 patients), on remarque ropgion importante des patients non répondeurs (7
patients). Il y a également 2 patients chez qtat'élinique s’est détérioré.

Les « autres » préparations (4 patients) sonté@iiggcontrd’seudomonas (2 patients)Pseudomonas

et Stenotrophomonas (1 patient) eEscherichia coli (1 patient). Les réponses sont médiocres : 1rgatie
présente de bons résultats cliniques mais 3 pat@rtdes réponses inadéquates (dont 2 patierms aya
une détérioration de leur état clinique).
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Figure 37 :_Evaluation des résultats de la thérabiagigue chez des patients ayant une

infection cutanée

Way of administration of phage preparation Type of phage preparation applied
Topical® Oral/topical®  Oral Staphylococcal Pseudomonas
(n=6) (n=13) (n=1) (n=9) (n=1)

Category of response to treatment n % n % n % n % n %

A - pathogen eradication and/or recovery 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 00

B - good clinical result 1 16.7 1 333 0 0.0 1 111 1 100

C - clinical improvement 0 0.0 1 333 0 0.0 1 1l 0 0.0

D - questionable clinical improvement 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 00

E - transient clinical improvement 4 66.7 1 333 0 0.0 5 556 0 00

F - no response to treatment 0 0.0 0 0.0 1 100 1 111 0 00

G - clinical deterioration 1 16.7 0 0.0 0 0.0 1 111 0 0.0

Good response (total A-C): 1 167 2 667 0 0.0 2 222 1 100

Inadequate response (total D-G): 5 83.3 1 333 1 100 7 778 0 0.0

La voie topique inclut 'administration de compressimprégnées et de gouttes auriculaires de
préparation phagique. Elle a été utilisée chezti@ma, mais un seul cas de bons résultats clisique
été rapporté. Parmi les réponses inadéquatesintst il y a 4 patients qui ont eu une améliorati
clinique transitoire et un patient qui a vu sort étmique se détériorer. L’association des voiesde

et topique a été utilisée chez 3 patients seulemdatix patients ont eu une bonne réponse au
traitement et un patient a eu une amélioratiorigti@ transitoire.

La voie orale (seule), utilisée chez un seul patiela pas montré d’efficacité (absence de répanse

traitement). Cependant, aucune conclusion ne peutéalisée a partir de ce seul cas.

Les préparations phagiques dirigées coBtaphylococcus (9 patients) se sont montrées intéressantes
chez 2 patients (22,2%). Les réponses non satstais regroupent 5 cas d’amélioration clinique

transitoire, un cas d’absence de réponse au traiteet un cas de détérioration clinique.

Enfin, la préparation dirigée contRseudomonas (1 seul patient) a permis d'obtenir de bons réwilta

cliniques. De la méme maniére, ce seul cas ne pgrasade tirer d’enseignements.

e. Discussion

Les données présentées ici réesument les résultats esai thérapeutique, dont le but
principal n'est pas d'étre une étude de recherihe’y donc pas de données issues d’'un
groupe contrble, de patients traités par antibigti) comparable au groupe recevant le
traitement phagique. Certains prérequis permetteqtenser que les résultats obtenus ne sont
pas la conséquence de I'évolution naturelle (d’ainsiune partie) des infections étudiées.
Cependant la preuve finale de I'efficacité de lérdipie phagique ne pourra étre fournie que

par un essai clinique controlé.
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Les résultats du traitement phagique obtenus datte €étude semblent prometteurs. lIs
suggerent qu'il est possible d’obtenir une répaatesfaisante a la thérapie phagique chez un
nombre substantiel de patients. Les infection$éeaichez ces patients sont des cas sérieux
voire critiques (ostéomyeélites, prostatites chroagu). La durée de l'infection chez ces
patients, avant le début du traitement phagiquengsortante : en moyenne 43 mois (la durée
minimale de l'infection étant de 4 mois et la dundaximale de 600 mois). Malgré cela, les
bonnes réponses au traitement, observées chez2/patients (40%), sont obtenues sur des
périodes relativement courtes : chez ce sous-grdapkeirée moyenne de l'infection est de 30
mois et la durée moyenne du traitement est de 6& j(soit Iégerement plus de 2 mois).
L’éradication du pathogene et/ou la guérison coteplies patients (catégorie A) est obtenue
chez 1 patient sur 5 (20%). Parmi ces patientsndé@ié d’entre eux ont eu un traitement
antibiotique préalable, parfois de longue duréefficace, ainsi que des complications et un

syndrome d’'immunodéficience.

De plus, 'éradication du pathogéne et/ou la goérides patients (catégorie A) obtenue chez
plus d’'un tiers des sujets masculins ayant unefiaie génitale ou urinaire (37,9%) apres une
thérapie phagique de 66 jours en moyenne et pliEgarement I'éradication du pathogéene
chez 50% des patients ayant une prostatite bawtériehronique (confirmée par deux
cultures bactériennes négatives conseécutives, pardiminution du nombre de cellules
inflammatoires du liquide prostatique et par unducdion du volume de la prostate) n’est

probablement pas liée a une guérison spontanée.

On est en droit de se demander si les résultaporags dans cette étude sont cohérents par
rapport a ceux obtenus dans linstitut de Géorlyistifut Eliava) ou ceux présentés dans les
précédents rapports de I'IET (Institute of Immuwg) and Experimental Therapy).

L’Institut Eliava possede une collection trés coetplde bactériophages thérapeutiques, un
centre de recherche et un savoir-faire qui fagne¥xice en matiére de phagothérapie. De plus,
les phagothérapeutes géorgiens ont quatre-vingtsdaxpérience clinique ininterrompue
dans toutes les spécialités médicales, y comprieswanfants et les nouveau-nés. Ce centre a
traité par phagothérapie le plus important nomlergatients a travers le monde. Il rapporte
des taux de guérison éleveés (plus élevés que aeligtdde présentée ici) allant de 67% pour
les infections pulmonaires a 100% pour les ostétitege (Kutateladze et Adamia, 2010).
Cependant, ces données ne sont pas corréléescétdess cliniques permettant I'évaluation

des patients. Il n'y a, de plus, pas de donnéesaberatoires qui pourraient confirmer
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I'efficacité des traitements ou justifier la faiblecidence, voire l'absence, deffets
indésirables de la thérapie phagique. Enfin, [l'tugénéité des patients traités,
'administration concomitante d’antibiotiques ets l@lifférents protocoles thérapeutiques
utilisés rendent difficiles les éventuelles intétations (et la comparaison avec les résultats

de I'étude présentée).

Les précédents rapports de 'llET mettent en évidame efficacité supérieure de la thérapie
phagique par rapport a celle décrite dans cettieéttin effet, les taux de bonnes réponses au
traitement dépassent généralement les 90%, allabil¥e (ulcéres variqueux des membres
inférieurs) a 100% (furoncles, méningites purulsht@Veber et al, 2000). La principale
variable qui pourrait permettre d’expliquer cesféiénces est la méthode de contrble et
d’évaluation des patients. Avant la mise en plagd’dnité de Thérapie Phagique (PTU) a
l'ET, des préparations phagiques produites pastitut étaient distribuées aux hopitaux de
la région qui mettaient en place le traitementapportaient les résultats a I'institut. Avec la
mise en place du PTU, les patients restent soumiteeillance directe des médecins de
linstitut, ce qui permet des observations plusaidlées et précises et un meilleur suivi des
patients. L’évaluation de l'efficacité de la théephagique n’en est que plus critique et plus

fiable.

Dans cette étude, les criteres mis en place paitBlde Thérapie Phagique pour I'évaluation
de l'efficacité de la phagothérapie (catégoriest BEesont définis de telle maniere que tout
changement des symptdmes infectieux qui pourraiilt€r d’une rémission spontanée sont
exclus. De plus, la réduction d'une partie des sgpmes de [linfection durant
'administration des préparations phagiques mais rguidure pas a la fin du traitement
phagique (catégorie E) est classée parmi les régdnadéquates au traitement. Elle pourrait
egalement étre considérée comme un effet positié dieerapie phagique puisque l'infection
régresse légerement tout au long du protocole éslietout du moins maitrisée), sans pour
autant étre éradiquée. Cette catégorie représaet@art non négligeable des patients traités
lors de I'étude (21,6%). L’absence de réponse a@tetnent (catégorie F) regroupe également
des patients chez qui l'infection a été stabiliséa; aucune dégradation clinique n’est
observée. D’un point de vue clinique, cette catégpeut ne pas étre considérée comme une
mauvaise réponse au traitement, puisque l'infeatierprogresse plus. Par exemple, dans le

cas de patients ayant une infection de prothésthélapie phagique pourrait prolonger leur
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fonctionnement. Il est aussi notable qu'une agdrawade l'infection, ce qui est sans
équivoque un traitement inefficace, est observée skhalement 6,5% des patients (catégorie
G).

Dans un essai clinique, une réduction du taux deebas dans les échantillons prélevés sur le
site de l'infection est considérée comme une pralevgefficacité du traitement (et non pas
forcément la compléte éradication du germe pathdgekda lumiere de ce critere, les
résultats présentés dans cette étude pourraientnéitieurs.

Les auteurs ont observé des changements sigrfdicadi I'efficacité de certains phages
lytiques dirigés contre des souches bactérienioésels sur les patients au cours du protocole.
Cette baisse d’efficacité pourrait étre causéel’petabilité génétique et I'hétérogénéité des
cellules bactériennes de la population infectapi@, des modifications au niveau des
prophages bactériens ou par une l'acquisition disteince bactérienne. Ceci peut également
évoquer le probleme d'une surinfection par une etlavsouche bactérienne durant le
traitement phagique, ce qui diminuerait presqueesggirement ['efficacité du traitement.
Dans cette étude, les préparations administrées sanlusivement monophagiques.
L’administration de cocktails de phages pourraitnpeitre de réduire ce phénomene. En
particulier, les améliorations cliniques transisirou discutables pourraient diminuer par
I'administration de cocktails de phages au proditréponses plus marquées ou plus durables.
La seule exception a ce phénomene concerne lesephagistaphyloccoques. Le faible
pourcentage de résistance bactérienne a ces plésgdte probablement de la polyvalence de
ces derniers. En effet, chacun de ces phagesapiité de lyser plus de 50% des souches de
Saphylococcus aureus, isolées a partir des patients ou issues de lectioin du laboratoire.

Les différents groupes ou sous-groupes de patdmt@analyse sont composés d’'un nombre
restreint d’individus recevant le traitement phagigxpérimental. Les résultats obtenus sont
une base de travail satisfaisante et permettemvidager certaines hypothéses. Mais, leur
fiabilité et leur extrapolation sont légitimementsaltables. Il est, par exemple, difficile
d’interpréter l'efficacité du traitement phagiquénanistré par voie orale sur les infections

orthopédiques (100%) sur seulement 4 patients.
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Dans l'étude, le plus important taux de réussite lalethérapie phagique fait suite a
'administration de phages par voie orale. Il egh#icativement plus important que lors de
'administration de phages par voie topique. Cemitgtre surprenant car il y a peu d’études
confirmant I'absorption (translocation) des phagessi que leur distribution chez 'homme.
Un phénomene comparable a la translocation bact@iest toutefois envisagé par certains
scientifiques (Gorski et al. 2006). De plus, de boenx phagothérapeutes préconisent de
privilégier 'administration des phages par voipitpue. D’autre part, des observations ont
montré que la voie orale pourrait causer une r@acinti-inflammatoire importante, marquée
par une forte diminution de la concentration sérigle protéine C-réactive, et n’entraine
généralement pas de production d’anticorps antii@haeutralisants (Gorski et al. 2012). En
conséguence, les effets observés suite a 'admatiet de phages par voie orale pourraient,

au moins en partie, étre associés a I'activitéptheges.

L’éradication du pathogene et/ou le rétablissenmmhplet du patient (catégorie A) est
obtenu dans presque la moitié des cas (44%) sultadministration phagique par voie
rectale. Cette voie permettrait une pénétratioisfaigante des phages, comme cela a été
confirmé sur des modeles animaux (Miedzybrodzkaletet Gorski), ainsi qu’une distribution

des phages au niveau du site infectieux.

Dans I'étude, le choix des voies d’administratiam fenction de la pathologie n’est pas
justifié, ni argumenté. Ainsi, certains choix pentyeau regard de nos pratiques (influencées
par les voies d’administration des antibiotiquasgrpeller. De plus, les sous-groupes ne sont
pas nécessairement comparables, que ce soit eestel'affectifs ou de caractéristiques. Il est
donc difficile d’établir une relation de causak#étre la voie d’administration et I'efficacité du
traitement phagique.

L’administration conjointe d’antibiotiques et/ou sefptiques au cours du traitement phagique
a eté limitée a certaines situations spécifiques gxemple, en cas de co-infection a une
bactérie pathogene pour laquelle I'IET ne disppas de phages appropriés). Les données
obtenues dans cette étude ne suggérent pas unerati@ clinique liée a I'administration
conjointe d’antibiotiques et de phages. Néanmdassantibiotiques administrés aux patients
n‘ont pas été mentionnés. Il n'est donc pas passilel déterminer si certaines associations

phages-antibiotiques se sont révélées plus int@mess que d’autres.

Certains auteurs envisagent une diminution deida€ité de la thérapie phagique en cas
d’administration d’antibiotiques. Au contraire, d@pports évoquent qu’une telle association
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pourraient améliorer les résultats de la thérapiagmue (Sulakvelidze et Kutter, 2005 et
Kutateladze et Adamia, 2010). Ce point précis r@tesles investigations plus poussées et

notamment des essais cliniques appropriés.

Enfin, la durée cumulée moyenne de thérapie phagegt de 55 jours. Une éventuelle
corrélation entre la durée du traitement et soicafité n'a pas été mise en avant. Dans cette
étude, la durée de la thérapie a été établie ectifonde I'évolution clinique des patients.
Pour I'heure, il n’existe pas de données concernaatdurée optimale de traitement phagique
chez 'Homme. Les données obtenues chez I'aningdénent une efficacité plus importante
de la thérapie phagique sur de courtes administriat{parfois méme une dose unique de
phages de titre élevé). Ces données sont toutdifficiles a extrapoler chez 'lHomme. Les
expériences menées chez l'animal ont été réaliseesles infections bactériennes aigués.
Dans le cas présent, les patients présentent textioms chroniques (la durée moyenne de
l'infection est ici de 43 mois). Clairement, ce moinécessite des recherches plus
approfondies, afin de déterminer une durée mininpdeamettant d’obtenir des résultats

satisfaisants.
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4. Sécurité de la thérapie phagique

L’étude menée par I'Institut de Thérapie Expérinagntimmunologique Ludwik Hirszfeld
(IIET) entre 2008 et 2012 s’est intéressee auxtefiedésirables potentiels de la thérapie
phagique. De la méme maniere que précédemmeniigless 38 a 40 sont issues de cette
étude (« Clinical aspect of phage therapy » extdat« Advances in Virus Research »,
Volume 83, Ryszard Miedzybrodzki et al., 2012).

a. Effets de la thérapie phagique sur les marqueurs inflammatoires

L'impact de la thérapie phagique, en réponse a mmfection, sur les marqueurs de
linflammation a été étudié par deux analyses sigties. Les marqueurs permettant les
études sont la vitesse de sédimentation, le taypratéine C-réactive et de leucocytes. Dans
chacune des études, les parameétres sont étudéssragpectivement 5 a 8 jours, puis 9 a 32
jours de phagothérapie. Les résultats sont enstom@parés a ceux trouvés lors du

prélevement réalisé juste avant le début de la ghéawapie (figure 38).

La premiere analyse (groupe A) inclut tous lesqrasi chez qui les données ont pu étre
collectées avant, pendant et/ou aprées la thérapigiqune, quel que soit le type d’infection et
'administration conjointe ou non d’agents antilgaigins. La comparaison des marqueurs de
linflammation avant le début de la thérapie phagi@t pendant I'administration de phages
ne révele pas de différences significatives. En tiqdier, on n’observe pas
d’hyperleucocytose qui témoignerait d’'un phénoméarfammatoire (et/ou infectieux) au
cours du traitement phagique, ni de leucopénie tiaduirait un déficit immunitaire. La
vitesse de sédimentation érythrocytaire (test daistEge des maladies inflammatoires et
cancéreuses) et la concentration sanguine en peof@iréactive (marqueur précoce, sensible
et spécifique de la réaction inflammatoire, augmenproportionnellement a son intensité)
sont assez éleveées avant le début du traitemengioquiea et ne sont pas modifiees

significativement par I'administration de phages.
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Figure 38 ; Influence de la thérapie phagique esintarqueurs de I'inflammation

Biomarker All patients A Selected group” B
n Mean + SE n Mean +SE
WBC count Baseline: 32 6.5 +03 15 7.0 +03
(103/mm?) After 5-8 days: 32 6.7 +0.4 15 76 +05
Baseline: 110 7.0 +0.2 46 7.1 +03
After 9-32 days: 110 6.9 +0.2 46 73 +03
Erythrocyte sedimentation Baseline: 22 30.1 +6.9 12 424  +10.1

rate (mm/hr)

After 5-8 days: 22 29.0 +6.5 12 433 +9.6
Baseline: 77 24.4 +3.1 31 348 +56
After 9-32 days: 77 239 + 3.0 31 36.1 +5.7
C-reactive protein Baseline: 22 83 +25 12 137 41
(mg/ml) After 5-8 days: 22 9.0 27 12 147  +£44
Baseline: 7o 10.3 + 1.6 36 16.2 + 2.9
After 9-32 days: 79 11.1 + 1.6 36 16.7 +3.0

La colonne A (All patients) regroupe tous les paiepour lesquels des résultats pertinents ont été
obtenus selon un protocole similaire. La colonngsBlected group) regroupe seulement des patients
atteints d’ostéomyélites, d’infections orthopédigidont les infections de prothése orthopédique),
cutanées, des tissus mous ou de I'arbre respeatas, traités uniguement par phages pendantléoute
durée du protocole. Les données présentées omtbé&téues selon un protocole similaire. n est le
nombre de patients de chaque catégorie.

Le « WBC count » est le taux de leucocytes. Lesural normales sont comprises entre 4 et 10 G/L,
soit 4000 & 10 000/ninLes résultats obtenus ne montrent pas de maitiificasignificatives du taux
de leucocytes par le traitement phagique : le tRukeucocytes est respectivement de 6700/apres

5 a 8 jours de traitement (valeur contréle : 6500182 patients) et de 6900/mraprés 9 & 32 jours
de traitement (valeur contréle : 7000/mml10 patients) pour I'ensemble des patients. Obez
patients traités uniquement par phages, le taubewtmcytes est de 7600/mraprés 5 a 8 jours de
traitement phagique (valeur contréle : 7000/mm5 patients) et de 7300/mraprés 9 a 32 jours
(valeur contréle 7100/min 46 patients).

La vitesse de sédimentation érythrocytaire estieé® en millimétre par heure (mm/h). Les vitesses
« normales » sont inférieures & 15 mm/h chez I'hendie moins de 50 ans et inférieures a 20 mm/h
chez 'homme de plus de 50 ans. Chez les femmesjaleurs normales sont inférieures & 20 mm/h
chez les patientes de moins de 50 ans et inféegeuB® mm/h chez les patientes de plus de 50 ans. O
ne remarque pas de modifications significativetadatesse de sédimentation érythrocytaire chez les
patients au cours du traitement phagique. Chezdimble des patients, la vitesse de sédimentation
érythrocytaire est de 29 mm/h apres 5 a 8 jourgraieement (valeur contréle : 30,1 mm/h ; 22
patients) et de 23,9 mm/h aprés 9 a 32 jours dertrant (valeur contréle 24,4 mm/h ; 77 patients).
Chez les patients traités uniqguement par phagesielsse de sédimentation érythrocytaire est d@ 43,
mm/h aprés 5 a 8 jours de traitement (valeur c@ntrd2,4 mm/h ; 12 patients) et de 36,1 mm/h aprés
9 a 32 jours de traitement (valeur controle : 3#/&/h ; 31 patients). On remarque une diminution
globale de la vitesse de sédimentation érythro®ytgue ce soit chez I'ensemble des patients on che
les patients traités uniquement par phages.
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La concentration sanguine en protéine C réactivieP(Cest normalement inférieure & 6 mg/L. Le
traitement phagique n’'impacte pas significativenm@ntmarqueur biologique de I'inflammation. Chez
'ensemble des patients, la concentration en CREee8 mg/L aprés 5 a 8 jours de traitement (valeur
contréle : 8,3 mg/L ; 22 patients) et de 11,1 mfaleur contréle : 10,3 mg/L ; 79 patients). Chex |
patients traités uniquement par phages, la coratemiren CRP est de 14,7 mg/L aprés 5 a 8 jours de
traitement (valeur contrdle 13,7 mg/L ; 12 patigmisde 16,7 mg/L (valeur contréle : 16,2 mg/L ; 36
patients). Les concentrations élevées de CRP pesexpliquer par le phénomeéne infectieux.

La seconde analyse (groupe B) s’intéresse auxnpateyant des infections orthopédiques,
des infections cutanées, des infections des tissws ou de I'arbre respiratoire bas, chez qui
aucun autre agent antibactérien (que le phagekt@aadministré. Elle inclut au total 62
patients, dont 70% ont une infectioi®aphylococcus aureus. La encore, I'analyse statistique
ne montre pas de modifications significatives desqueurs de I'inflammation au cours du

traitement phagique.

Cependant, une réduction significative de la cotraéion de protéine C-réactive de 22,5%
(de 26,2 mg/L a 20,3 mg/L ; p = 0,006) a été obsenhez un sous-groupe de patients (26
patients) apres 9 a 32 jours de thérapie phagiQeesous-groupe a été constitué en fonction
des concentrations en CRP des patients. Seulsatess, ayant une concentration en CRP

supérieure a 25 mg/L, ont été sélectionnés.

En conclusion, on peut considérer un impact trésiéré de la thérapie phagique sur les
marqueurs inflammatoires lorsqu’ils sont dans desgpgrtions normales ou subnormales.
L’'impact pourrait étre Iégérement plus importanstpe le processus inflammatoire est plus

marqué. La phagothérapie pourrait alors participerduire le processus inflammatoire.

b. Effets indésirables de la thérapie phagique

Les effets de la thérapie phagique sur les diffésembnctions physiologiques des patients
sont analysés par I'étude de marqueurs hématologiqunaires et biochimiques. Des

prélevements sont réalisés a quatre périodes ttherapie phagique : entre 3 et 6 jours, entre
7 et 20 jours, entre 21 et 48 jours et enfin edBect 84 jours cumulés de traitement. Les
résultats, en valeur moyenne, sont ensuite com@acEsix obtenus juste avant le début du

traitement.
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b.1  Principaux effets indésirables

Les principaux effets indésirables de la thérapiagmue dans cette étude sont des
symptomes digestifs, des réactions locales awsithministration phagique, des surinfections

et une élévation de la température corporelle.

* Symptémes digestifs

Les symptdomes digestifs sont étudiés chez lesmatiecevant le traitement phagique par
voie orale (11 patients recevant le traitement ey par voie orale seule et 22 patients
recevant le traitement phagique par voies oraleogijue, soit 33 patients au total). Les
principaux effets relevés sont des nausées (3 mpatisur 33 soit 9%), des douleurs
abdominales chez un patient et une réduction g@d&tt chez un autre patient. De plus, cinq

patients ont noté un gout désagréable de la prépaghagique administrée.

+ Réactions locales au site d’administration

Les réactions locales au site d’administrationadpréparation phagique sont observées chez
26 des 141 patients traités (soit 18,4%). Les pedijpas concernées sont des gouttes nasales,
des compresses imprégnées, des bains de sieggargesismes, des irrigations fistulaires ou
vaginales et des suppositoires. Les réactions rtggsorsont, pour la plupart, mineures :
rougeurs, picotements, démangeaisons, douleurdefycaritations cutanées, sentiment
d’inconfort suite a lirrigation vaginale, sécheseset irritation des muqueuses de l'arbre
respiratoire supérieur, aggravation d’'une dermatiopique (chez 1 patient), urticaire (chez 1
patient) et cloques purulentes (chez 1 patient)sé@asation de picotements et de douleur
locale a été rapportée chez 8 patients. Dans wamelgmajorité de cas, ces réactions sont des
épisodes brefs (jusqu’a 30 minutes) et transitoireles cessent aprés plusieurs jours

d’administration phagique ou lors du remplacemeniadoréparation phagique par une autre.

Le protocole a da étre interrompu chez 2 sujetst (5gi%) a cause de fortes réactions
locales : dans un cas il s’agit d'importantes dotddocales persistantes et dans l'autre cas
d’'une aggravation de la dermatite atopique audsete@ministration du phage. Les composants
des préparations phagiques responsables des réaotiservées n'ont pas été identifiés par

les auteurs.
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e Surinfection

Une surinfection nécessitant la modification duitéraent phagique, un arrét de la
phagothérapie ou l'administration supplémentairantibiotiques ou d’antifongiques, s’est
développée chez 7 des 153 patients analysés (€%)4,Chez 5 de ces patients, la
préparation phagique a été administrée uniguemantvpie topique. Par ailleurs, une
candidose a été diagnostiquée chez deux patieatsisque de surinfection n’est pas une
conséguence directe de I'administration de phagependant, le spectre d’action étroit des
préparations monophagiques exposent les patierdte &els risques. L'administration de
cocktails phagiques, permettant d’élargir le sgedtaction, pourrait minimiser le risque de

surinfection.

Enfin, pour un patient, I'arrét de la thérapie plyag s’est imposé au bout de 9 jours en raison
d’'une importante exacerbation des symptomes inflatoires, associant cedeme et douleur au
niveau du site de l'infection. La nature de l'intiea de départ (germe et site infectieux) chez

ce patient n’est pas précisée par les auteurs.

» Elévation de la température corporelle

Une élévation de la température corporelle estrobsechez 10 des 153 patients (soit 6,5%).
Chez cing patients, il s’agit d’'une température 8hlife (entre 37° et 38°C) et chez les cing
autres d’'une température fébrile (> 38°C). Cetteffdésirable fait suite a I'administration de

phages par voie topique (5 patients), par I'assiociales voies topique et orale (2 patients),
par voie orale seule (1 patient), par voie rectalgatient) et par inhalation d’aérosols (1
patient). L’élévation de la température apparaitelques heures seulement apres
'administration de la premiere dose de phages.sDanmajorité des cas (9 patients), la
température corporelle est revenue a la normatesgontanément, ou suite a I'administration
d’antipyrétique(s) ou du remplacement de la prémargphagique. Au contraire, I'élévation

de la température corporelle a nécessité I'arrérdtocole phagique chez un patient. Cette
élévation était importante et persistante malgaériinistration d’antipyrétiques. L’arrét du

traitement phagique a coincidé avec un retoumatmale de la température corporelle.

Les composants responsables de cette élévatiorndpétature corporelle n'ont pas été
identifiés par les auteurs. De plus, le pourcentdgeureté des préparations administrées
n'est pas mentionné. On ne peut donc pas exclueelep préparations phagiques soient
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dépourvues de substances pyrogenes d'origine bEmtér (comme les LPS). La lyse
bactériennen situ, par les phages, pourrait également entrainellib@eation de substances
pyrogenes. Enfin, il est également possible quumplosieurs composant(s) de la préparation
phagique induise(nt) une élévation de la tempésatorporelle via la synthése de cytokines

impliquées dans la régulation thermique.

b.2 Effets sur la formule sanguine

Les paramétres hématologiques obtenus durant I'gtedeettent de connaitre I'impact de la
phagothérapie sur la formule sanguine des patieragres les résultats (Figure 39), il n'y a
pas de modifications significatives de I'hnématagride la concentration en hémoglobine, du
taux d’érythrocytes et de leucocytes, ainsi que piegrcentages des différentes cellules
(lymphocytes, monocytes, neutrophiles, éosinoplatdsasophiles) de la numération formule

sanguine, suite au traitement phagique.

Le traitement phagique ne modifie pas les paramétéematologiques étudiés. Il n'y aurait
donc pas d'influence de la phagothérapie sur lanfile sanguine des patients et sur le

fonctionnement de leur moelle osseuse.

La seule exception est une légére diminution du @enplaquettes apres 21 a 48 jours de
traitement : de 263,9 + 10,2 & 252,1 + 10,#mén’ cellules (n = 79 ; p < 0,01). Cependant,
cette diminution reste quantitativement peu impuddaet surtout transitoire, puisqu’il n'y a
plus de différence significative entre le taux pletjaire des patients traités par thérapie
phagique et le taux plaquettaire contrdle aprés 83 jours de traitement : respectivement
256,2 + 11,9 et 257,7 + 11,730’ cellules (n = 51).

Il faut toutefois remarquer que sur I'ensemble plasents de I'étude, une légére diminution
du taux plaquettaire a été observée chez 3 patiemse 109 et 147.3nm® cellules. Pour

un de ces patients, cette diminution a été passagde taux plaguettaire est revenu a une
valeur normale lors du contréle suivant. Au com&aune augmentation de ce taux a été
observé chez 3 autres patients : de 410 & 48mud cellules. Pour un patient, le taux
plaguettaire a méme atteint la valeur de 610m@° cellule.
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Figure 39A: Impact de la thérapie phagique sumasgueurs hématologiques

Parameter

(unit) Cumulative phage use  Number of analyzed cases  Baseline value Value during PT p°
Mean + SE Mean + SE
Erythrocytes 3-6 days 17 4416 +£0.129 4453 +£0147 ns
{cells x 10°/mm?)  7-20days 103 4697 +0.051 4676 +£0.052 ns
21-48 days 80 4723 £ 0.062 4715 +£0.065 ns
49-84 days 51 4625 +0.061 4598 +£0.064 ns
Hemoglobin 3-6 days 17 1310  £048 1317 £048 ns
(g/dl) 7-20 days 103 13.77 +0.19 13.74 +0.19 ns
21-48 days 80 13.78 + 0.21 13.69 +020 ns
49-84 days 51 13.62 +0.23 13.56 +023 ns
Hematocrit 3-6 days 17 39.3 + 1.1 39.2 +12 ns
(%) 7-20 days 103 41.3 + 0.5 41.1 +05 ns
21-48 days 80 415 +0.5 41.2 +05 ns
49-84 days 51 40.8 + 0.6 40.6 +06 ns
Platelets 3-6 days 16 243.9 +18.7 250.1 +213 ns
(cells x 10°/mm?)  7-20 days 99 256.9 +85 254.7 +80 ns
21-48 days 79 263.9 +10.2 252.1 +104 <0.01
49-84 days 51 257.7 +11.7 256.2 +119 ns
Leukocytes 3-6 days 17 6.535 +£0.392 6.888 +£0.477 ns
(cells x 10°/mm?®)  7-20 days 103 6941 +£0.185 6.838 +0.185 ns
2148 days 80 6977 +£0.217 7056 +£0.260 ns
49-84 days 51 6.772  +0.239 6705 +0.261 ns

Le taux normal de globules rouges se situe enfre#6,2 millions/mmchez 'homme et entre 4 et
5,4 millions/mni chez la femme. Les valeurs présentées au coucsttie étude sont normales et le
traitement phagique ne modifie pas le taux d’héesati4,453 millions/mi(valeur contréle : 4,416
millions/mn? ; 17 patients) aprés 3 & 6 jours de traitemesi764millions/mni (valeur contrdle :
4,697 millions/mm; 103 patients) aprés 7 a 20 jours de traitemém5 millions/mm (valeur
contréle : 4,723 millions/miy 80 patients) aprés 21 & 48 jours de traitemed{5®98 millions/mn
(valeur contréle : 4,625 millions/mim 51 patients) aprés 49 & 84 jours de traitenlemtraitement

phagique n’engendre donc pas d’hémorragie, d’héseolyou de maladies hématologiques ou
médullaires osseuses.

Les valeurs normales de I'hnémoglobine sont de 18 §/dl chez I'hnomme et de 12 a 16 g/dl chez la
femme. Les valeurs obtenues au cours de I'étudersmmales. De plus, le traitement phagique ne
modifie pas significativement le taux d’hémoglobini est de 13,17 g/dl (valeur contréle : 13,10
g/dl ; 17 patients) apres 3 a 6 jours de traitenE374 g/dl (valeur contréle 13,77 g/dl ; 103 eats)
apres 7 a 20 jours de traitement, 13,69 g/dl (vateatrdle : 13,78 g/dl ; 80 patients) apres 218a 4
jours de traitement et 13,56 g/dl (valeur contrdl,62 g/dl ; 51 patients) apres 49 a 84 jours de
traitement. Le traitement phagique n'engendre g@scd’anémie chez les patients traités.

Les normes biologiques de I'hématocrite se siteatite 40 et 52% chez 'homme et entre 37 et 46%
chez la femme. Les valeurs obtenues au cours tlelééont normales et ne mettent pas en évidence
une éventuelle modification de I'hématocrite lors tdaitement phagique : il est de 39,2% (valeur
contréle : 39,3% ; 17 patients) apres 3 a 6 joerdrditement, 41,1% (valeur contréle : 41,3% ; 103
patients) aprés 7 a 20 jours de traitement, 41\2%e\(r contrdle : 41,5% ; 80 patients) apres 28a 4
jours de traitement et 40,6% (valeur contrdle 8%®; 51 patients) aprés 49 a 84 jours de traitement
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Le taux normal de plaquettes sanguines se situe £66 000 et 450 000/mirLes valeurs présentées

lors de I'étude sont normales. Une légere dimimutlo taux de plaquette intervient apres 21 a 48

jours de thérapie phagique : le taux de plaquetiesle 252 100/mhiors du traitement phagique et la
valeur controle est de 263 900/r(79 patients). Les autres valeurs ne mettent pasvielence de
modifications significatives du taux de plaquettgs du traitement phagique : le taux plaquettase

de 250 100/mr (valeur contrdle : 243 900/nim 16 patients) aprés 3 & 6 jours de traitement,

254 700/mm (valeur contrdle : 256 900/nim 99 patients) aprés 7 & 20 jours de traitemertdeet
256 200/mm (valeur contréle : 257 700/mim 51 patients) aprés 49 & 84 jours de traitemiemt.
traitement phagique n’engendre donc ni thromboeytosthrombopénie.

Le taux normal de globules blancs se situe entf® 4010 000/mr Les valeurs obtenues lors du

traitement phagique sont normales et il N’y a pasddférences significatives avec les valeurs

contréles : le taux de leucocyte chez les patigaités par phages est de 6 888fhwaleur controle :
6 535/mni ; 17 patients) aprés 3 & 6 jours de traitemeB88mni (valeur controle : 6 941/nm103
patients) aprés 7 & 20 jours de traitement, 7 0%8(waleur contrdle : 6 977/mim 80 patients) aprés
21 a 48 jours de traitement et 6 705/intvaleur contrdle : 6 772/nm 51 patients) aprés 49 a 84

jours de traitement.

Figure 39B ; Impact de la thérapie phagique sumasjueurs hématologiques
Parameter
(unit) Cumulative phage use ~ Number of analyzed cases  Baseline value Value during PT p°
Lymphocytes 3-6 days 15 325 +22 30.8 +£25 ns
(%) 7-20 days 95 322 +110 32:2 +10 ns
21-48 days 74 33.7 +1:1 334 +11 ns
49-84 days 49 2.7 +1.3 31.7 +13 ns
Monocytes 3-6 days 8 6.2 +¥2 6.9 +12 ns
(%) 7-20 days 61 4.9 + 0.4 51 +05 ns
21-48 days 47 53 +0.5 54 +06 ns
49-84 days 30 5.3 + 0.6 5.0 +06 ns
Neutrophils 3-6 days 15 59.0 +2.3 61.5 +3.0 ns
(%) 7-20 days 95 60.1 +1.0 60.0 +10 ns
21-48 days 73 58.2 + 1.1 58.7 +12 ns
49-84 days 49 59.1 +13 60.5 +15 ns
Eosinophils 3-6 days 8 23 +0.7 24 =06 ns
(%) 7-20 days 56 25 +0.3 3.0 =03 ns
2148 days 45 28 + 0.2 28 =02 ns
49-84 days 30 22 +0.2 25 +02 ns
Basophils 3-6 days 7 0.2 + 0.1 0.3 +02 ns
(%) 7-20 days 52 0.3 +0.1 04 +01 s
2148 days 41 0.4 +0.1 0.2 +00 ns
49-84 days 28 03 +0.1 0.5 +03 ns
" Statistical significance of differences was determined using the Wilcoxon matched pairs test.
" Not significant.

La norme biologique pour les lymphocytes est dé& Z3%. On remarque que les données obtenues

lors de cette étude sont dans la norme haute etlguiaitement phagique ne modifie pas

significativement le pourcentage de lymphocytes. effiet, ce pourcentage est de 30,8% (valeur

contrdle 32,5% ; 15 patients) aprés 3 a 6 jourdrdigement phagique, 32,2% (valeur contrdle :
32,2% ; 95 patients) aprés 7 a 20 jours de traiermpbagique, 33,4% (valeur contrdle 33,7% ; 74
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patients) aprés 21 a 48 jours de traitement phagiquBl,7% (valeur contrdle : 32,7% ; 49 patients)
apres 49 a 84 jours de traitement phagique. Leetngint phagique n’entraine pas d'effets
immunodépresseurs.

La norme biologique pour les monocytes est compeitee 2 et 6%. L'étude met en évidence des
pourcentages de monocytes dans la norme haute.cdtdre, le traitement phagique n'a pas
d’influence sur le pourcentage de cette catégaidedcocytes : le pourcentage en monocytes est de
6,9% (valeur contréle 6,2% ; 8 patients) apres 8 jurs de traitement phagique, 5,1% (valeur
contrdle : 4,9% ; 61 patients) aprés 7 a 20 joergr@itement phagique, 5,4% (valeur contréle : 5,3%
47 patients) aprés 21 a 48 jours de traitementighaget 5% (valeur contréle 5,3% ; 30 patients)
apres 49 a 84 jours de traitement phagique.

Le pourcentage normal de neutrophiles est comptie &0 et 70%. Les valeurs obtenues au cours de
I'étude sont normales et ne montrent pas une goeled influence de la thérapie phagique sur cette
catégorie de leucocytes. Le pourcentage de neuliespbst de 61,5% (valeur contréle : 59% ; 15
patients) apres 3 a 6 jours de traitement phagie@a, (valeur contrble : 60,1% ; 95 patients) apres

a 20 jours de traitement phagique, 58,7% (valentrote : 58,2% ; 73 patients) aprés 21 a 48 joers d
traitement phagique et 60,5% (valeur contrle 1%9; 49 patients) apres 49 a 84 jours de traitement
phagique.

Le pourcentage normal de polynucléaires éosinapleitd de 1 & 3%. Les valeurs obtenues lors de
I'étude sont normales et la thérapie phagique madge pas de modifications significatives du

pourcentage d’éosinophiles. En détail, le pouraggntd’éosinophiles est de 2,% (valeur controle :

2,3% : 8 patients) apres 3 a 6 jours de traiterphagique, 3% (valeur contrble : 2,5% ; 56 patients)
aprés 7 a 20 jours de traitement phagique, 2,8%Uwva&ontrdle : 2,8% ; 45 patients) apres 21 a 48
jours de traitement phagique et 2,5% (valeur cémtr®,2% ; 30 patients) aprés 49 a 84 jours de
traitement phagique. L’'administration de phagesamble pas donc engendrer de réponse allergique.

Enfin, le pourcentage de polynucléaires basophikessitue normalement entre 0,25 et 0,5%. Le
traitement phagique ne modifie pas significativetrenpourcentage, qui reste normal tout au long de
I'étude : le pourcentage en basophiles est de Qva%ur contrdle : 0,2% ; 7 patients) apres 3 auBg

de traitement phagique, 0,4 % (valeur contrdle8%0; 52 patients) apres 7 a 20 jours de traitement
phagique, 0,2% (valeur contréle : 0,4% ; 41 pasipaprés 21 a 48 jours de traitement phagique et
0,5% (valeur contréle : 0,3% ; 28 patients) ap@a 84 jours de traitement phagique.

En conclusion, on peut mentionner un taux plaguwet@normal chez 3,9% des patients (6
patients sur 153). Les risques de thrombose oingelse hémorragique, méme s’ils ne sont

pas tres marqués, sont donc a prendre en consistérat

b.3  Effets sur le pancréas

Un des marqueurs particulierement suivis pour lecpEas est la concentration sanguine en
amylase, dont une valeur anormalement élevée peaitud signe de pancréatite (voire

d’autres affections du pancréas ou des glandegasek). Lors du traitement par phages,

144



aucune modification significative n’a été mise giménce (figure 40). Ceci suggeérerait que le
traitement phagique n’entraine pas de dysfonctimame pancréatique et, en particulier,

d’'inflammation du pancréas.

b.4  Effets sur la glycémie

L’analyse montre une augmentation significativdalglycémie a jeun aprés 3 a 6 jours, 7 a
20 jours et 49 a 84 jours de thérapie : respectverde 84,4 +7,6 2 98,1 +9 mg/dl (n=14;
p <0,05),84,4 +3,1a93,3 +1,7 mg/dl (n =ga@ients ; p< 0,05) et 81,1 +5,1 2 96,2 +2,9
mg/dl (n = 46 ; p<0,05) (figure 40). Cependant\Jateurs moyennes de la glycémie a jeun
restent dans la norme haute (60 a 100 mg/dl). fitleyperglycémiant s’exerce des le début

de traitement phagique et ne progresse pas Idesgrirsuite du traitement.

L’effet hyperglycémiant semble toucher 'ensemble patients de I'étude (diabétiques et non
diabétiques). Parmi les patients non diabétiqud®tigle (141 patients ayant une glycémie a
jeun < 126 mg/dl avant le début du traitement pipagji, seulement deux patients ont eu une
glycémie a jeun > 126 mg/dl durant le traitemerg.cBiffre est a relativiser car dans les deux
cas, la glycémie a jeun suivante était inférieude2@ mg/dl. De plus, 22 patients ont eu une
glycémie a jeun comprise entre 100 et 126 mg/damiule traitement. La glycémie a jeun

suivante était normale (60 a 99 mg/dl) chez 12p#di (L'étude ne mentionne cependant pas
le nombre de patients ayant une glycémie a jeurpdsmentre 100 et 126 mg/dl avant le

protocole).

En conclusion, la phagothérapie semble avoir umh impact sur la glycémie. Son effet
hyperglycémiant reste toutefois quantitativement @énédaugmentation moyenne de 0,1 g/dl)
mais devra faire I'objet de précautions d’emploi ddtine surveillance chez les sujets
diabétiques ou a glycémie a jeun élevée. L'effettrditement phagique sur la production
d’insuline par les cellulef des ilots de Langerhans n’est pas abordé dans éeitle. Les
mécanismes responsables de l'effet hyperglycémmantt pas été mis en évidence. Il est
envisageable que I'effet hyperglycémiant de la pkiagrapie soit corrélé a une action sur le

pancreas.
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Figure 40 A: Impact de la thérapie phagique sumasjueurs biochimiques

Parameter
(unit) Cumulative phage use ~ Number of analyzed cases Baseline value Value during PT p°

Mean + SE Mean + SE

Fasting blood sugar ~ 3-6 days 14 84.6 7.6 98.1 £9.0 <005
(mg/dl) 7-20 days 92 84.4 +31 933 +17 <0.05
21-48 days 71 829 +39 94.5 +1.5 ns’
49-84 days 46 82.1 51 96.2 +29 <0.05
Creatinine 3-6 days 16 0.92 +0.14 1.01 +0.14 ns
(mg/dl) 7-20 days 91 093 +0.03 093 +£003 ns
21-48 days 69 090 +0.02 0.91 +002 ns
49-84 days 47 0.91 +0.03 0.93 +003 ns
Total protein 3-6 days 5 750 +0.32 7.31 +033 ns
(g/dl) 7-20 days 10 720 +0.16 708 +£013 ns
21-48 days 23 724 011 717 £0.11 ns
49-84 days 22 7.38 +0.11 739 +0.12 ns
Total bilirubin 3-6 days 17 057 +0.05 0.58 +0.06 ns
(mg/dl) 7-20 days 92 0.64 + 0.03 0.66 +0.03 ns
21-48 days 72 0.62 + 0.03 0.65 + 0.04 ns
49-84 days 46 0.56 + 0.03 0.56 + 0.04 ns
Aspartate 3-6 days 17 340 +£129 315 £105 ns
transaminase 7-20 days 97 24.7 +24 26.1 +30 ns
(un 21-48 days 71 232 %13 242 +£10 <005
49-84 days 47 214 +09 21.8 +12 ns

L'analyse de la glycémie & jeun montre une augntientatatistiquement significative de ce marqueur
aprés 3 a 6 jours, 7 a 20 jours et 49 a 84 jourthéepie : respectivement de 84,4 + 7,6 a 98,1 + 9
mg/dl (n = 14 ; p < 0,05), 84,4 £ 3,1 a 93,3 + hg/dl (n = 92 patients ; p< 0,05) et 81,1 + 5,1629

+ 2,9 mg/dl (n = 46 ; p<0,05). La phagothérapielsenentrainer un effet hyperglycémiant.

La créatininémie permet de détecter un dysfoncéorent de la filtration rénale. Les valeurs normales
de la créatinine sérique sont de 7 a 13 mg/l @ita 0,13 mg/dl) chez I'homme et 6 a 11 mg/L (soit
0,6 a 0,11 mg/dl) chez la femme. Le traitement mhag ne modifie pas significativement ce
marqueur : la concentration de créatinine sériqgiede 1,01 mg/dl (valeur contrdle 0,92 mg/dl ; 16
patients) aprés 3 a 6 jours de traitement, 0,98lInfgaleur contréle : 0,93 mg/dl ; 91 patients)ep¥

a 20 jours de traitement, 0,91 mg/dl (valeur cdatr®,9 mg/dl ; 69 patients) aprés 21 a 48 joars d
traitement et 0,93 mg/dl (valeur contréle : 0,91/dhg47 patients) apres 49 a 84 jours de traitémen
phagique.

La concentration normale de protéines totales tagang est de 65 a 80 g/l (soit 6,5 a 8 g/dl). Une
hypoprotidémie pourrait mettre en évidence un défiusynthése (insuffisance hépatique) ou une
fuite anormale au niveau rénal (syndrome néphretiglomérulonéphrite). Les valeurs obtenues au
cours de I'étude sont normales et ne témoignentjpgséventuel impact des phages sur ce marqueur.
La concentration de protéines totales dans le ssngle 7,31 g/dl (valeur contréle: 7,5 g/dl; 5
patients) apres 3 a 6 jours de traitement, 7,08(gateur contrdle : 7,2 g/dl ; 10 patients) apres 20
jours de traitement, 7,17 g/dl (valeur contrble247 g/dl ; 23 patients) aprés 21 a 48 jours de
traitement et 7,39 g/dl (valeur controle : 7,38l g/d2 patients) aprés 49 a 84 jours de traitement
phagique.

Les taux normaux de bilirubine totale dans le ssorgt de 0,3 & 1,9 mg/dl. Une augmentation de ce
taux peut étre la conséquence d'une atteinte hligmatd’'un obstacle au niveau des voies biliaires ou
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d’'une hémolyse. Dans I'étude, les taux de bilirebganguine totale sont normaux et le traitement
phagique n’entraine pas de modifications de laruiinémie totale. En particulier, le taux de
bilirubine sanguine totale est de 0,58 mg/dl (valeontréle : 0,57 mg/dl ; 17 patients) aprés 3 a 6
jours de traitement, 0,66 mg/dl (valeur contré®@64 mg/dl; 92 patients) aprés 7 a 20 jours de
traitement, 0,65 mg/dl (valeur contrdle : 0,62 nigaprés 21 a 48 jours de traitement et 0,56 mg/dl
(valeur contréle : 0,56 mg/dl) aprés 49 a 84 jaledsraitement phagique.

L'aspartate transaminase ou aspartate aminotrassf§iASAT) est une enzyme qui se trouve en
concentration importante dans les muscles (cardmet squelettiques), le foie, le rein et le canvea
Les valeurs normales de la concentration sangu8AT sont comprises entre 10 et 40 UI/L (a
37°C). Donc lors de I'étude, les valeurs obtenumd sormales. Le traitement phagique augmente
significativement la concentration sanguine d’AS#&drés 21 a 48 jours de traitement : de 23,2 UI/L a
24,2 Ul/L (71 patients ; p < 0,05). Les autres uedede I'étude ne mettent pas en évidence de
modifications statistiquement significatives dectancentration sanguine d’ASAT lors du traitement
phagique : 31,5 UI/L (valeur contréle 34 UI/L ; p@tients) aprés 3 a 6 jours de traitement, 26,0 Ul/
(valeur contréle : 24,7 UI/L ; 97 patients) apres Z0 jours de traitement et 21,8 UI/L (valeur colet
21,4 Ul/L ; 47 patients) aprés 49 a 84 jours ditetngent phagique.

Figure 40 B:_Impact de la thérapie phagique sunmasjueurs biochimiques

Parameter
(unit) Cumulative phage use Number of analyzed cases Baseline value Value during PT p°
Alanine 3-6 days 17 29.1 +76 298 +75 ns
transaminase 7-20 days 94 24.7 +1.8 249 +22 ns
(un 21-48 days 68 249 +18 257 +18 ns
49-84 days 46 21.9 +1.6 27.0 + 3.8 ns
v-Glutamyl 3-6 days 9 493 +13.2 40.1 +78 ns
transpeptidase 7-20 days 22 46.8 + 83 41.1 47,2 <0.01
(ur) 2148 days 28 30.9 + 4.1 28.2 + 4.2 <0.05
49-84 days 23 34.8 +7.0 324 +58 ns
Alkaline 3-6 days 5 748 £175 902 £183 ns
phosphatase 7-20 days 13 104.4 +£194 97.3 +£169 ns
(urn 21-48 days 27 85.1 +78 78.5 +69 ns
49-84 days 17 70.1 + 6.9 75.0 + 8.7 ns
Amylase 3-6 days 4 57.0 +£6.0 55.8 +73 ns
(ur) 7-20 days 10 61.8 +7.9 68.3 +9.7 ns
21-48 days 20 59.1 +5.1 574 + Bib ns
49-84 days 15 63.3 +73 63.0 + 72 ns

“ Statistical significance of differences was determined using the Wilcoxon matched pairs test.
" Not significant

L’alanine transaminase ou alanine aminotransfgralsAT) est une enzyme présente en concentration
importante au niveau hépatique. Les valeurs nosndé la concentration sanguine d’ALAT sont
comprises entre 10 et 45 UI/L (a 37°C). L'étudeliséa montre que les valeurs d’ALAT sont
normales et que le traitement phagique ne modd® gignificativement ce marqueur. En effet, la
concentration sanguine d’ALAT est de 29,8 UI/L el contrdle 29,1 UI/L ; 17 patients) apres 3 a 6
jours de traitement, 24,9 UI/L (valeur contrdle4,2 UI/L ; 94 patients) apres 7 a 20 jours de
traitement, 25,7 UI/L (valeur contrdle : 24,9 Ul/B8 patients) aprés 21 a 48 jours de traiteme7 et
UI/L (valeur contréle : 21,9 UI/L ; 46 patients)rap 49 a 84 jours de traitement phagique.
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Les gamma glutamyl transpeptidasgsG{) sont des enzymes, notamment hépatiques, iog#®
dans le métabolisme des acides aminés. Une audinentaportante du taux sanguin g&T peut
témoigner d’'une affection hépatique ou des voidiaitds. Les valeurs normales g/GT sanguine
sont de 7 a 40 Ul chez 'homme et 7 a 28 Ul chderame (a 37°C). Dans les études, les valeurs sont
dans la norme haute. Le traitement phagique eetraiie diminution statistiquement significative du
taux sanguin dg-GT aprés 7 a 20 jours et 21 a 48 jours de traieémeespectivement de 46,8 Ul a
41,1 Ul (22 patients ; p <0,01) et de 30,9 Ul &228] (28 patients ; p <0,05). Par contre, les viaeu
obtenues apres 3 a 6 jours et 49 a 84 jours dertrant ne montrent pas de différences statiquement
significatives : respectivement 40,1 Ul (valeur ttéle : 49,3 Ul; 9 patients) et 32,4 Ul (valeur
contréle : 34,8 Ul ; 23 patients).

Le dosage sanguin des phosphatases alcalines (Br&kgnte un intérét pour déceler des atteintes
hépatiques, des atteintes osseuses et certainsrgahes valeurs normales des PAL sont comprises
entre 40 et 100 Ul (a 37°C). Les valeurs obtenuesoars du traitement sont normales et ne montrent
pas de modifications statistiquement significativess de l'administration des phages. Le taux
sanguin de PAL est de 90,2 Ul (valeur contrdle,874! ; 5 patients) apres 3 a 6 jours de traitemnent
97,3 Ul (valeur contrble : 104,4 Ul ; 13 patiendégres 7 a 20 jours de traitement, 78,5 Ul (valeur
contrble : 85,1 Ul ; 27 patients) aprés 21 a 485ale traitement et 75 Ul (valeur contrble : 70J% U
17 patients) aprés 49 a 84 jours de traitementighag

Enfin, le dosage de I'amylase sanguine permet dgnadistiquer et de suivre I'évolution d’une
pancréatite, d’autres pathologies du pancréas onedaffection des glandes salivaires. Les valeurs
normales de I'amylase sanguine sont comprises é@tret 90 Ul (a 37°C). Le traitement phagique
n'engendre pas de modifications statistiquementifiigtives de I'amylase sanguine et les valeurs
obtenues sont normales. En effet, le taux d'amy$asguine est de 55,8 Ul (valeur contréle : 57 Ul ;
4 patients) aprés 3 a 6 jours de traitement, 68 ,&d&leur contrble : 61,8 Ul ; 10 patients), aprea

20 jours de traitement, 57,4 Ul (valeur contr6®9,1 Ul; 20 patients) aprés 21 a 48 jours de
traitement et 63 Ul (valeur contrdle : 63,3 Ul ;d&ients) apres 49 a 84 jours de traitement phagiq

b.5  Effets sur la fonction hépatique

Il N’y a pas de changements significatifs du tawes grotéines sériques (albumine et
globulines), de la bilirubine totale, de l'alanit@nsaminase (ALAT) et des phosphatases
alcalines. L'analyse statistique révéle une légarais significative, augmentation du taux de
'aspartate transaminase (ASAT) aprés 21 a 48 jdarghérapie phagique : de 23,2 £ 1,3 a
24,2 + 1 Ul (n=71; p< 0,05). Cette augmentatistedoutefois transitoire puisque le taux de
'ASAT n’est plus significativement augmenté ap#$ a 84 jours de phagothérapie. En
particulier, une augmentation transitoire du taux’ASAT a été observée chez 4 patients
durant le traitement (de 41 a 138 Ul). Il est néaimsimportant de signaler que 'ALAT est

plus spécifique des pathologies hépatiques queAREN effet, une élévation du taux de

'ASAT peut également évoquer une pathologie mwsy une atteinte cardiaque aigué ou

encore une pathologie des voies biliaires (intrextta hépatique).
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De plus, une légere, mais significative, diminution taux sanguin deg-glutamyl
transpeptidases a été observee apres 7 a 20 puissapres 21 a 48 jours de traitement. La
encore, cette diminution est transitoire puisqe’@llest plus observée aprés 49 a 84 jours de

protocole.

A la vue de cette étude, I'impact de la phagothérapr la fonction hépatique semble tres

modéré, voire nul.

b.6 Effets sur la fonction rénale

La concentration en créatinine sérique n’'est pawif@ativement modifiée pendant le
traitement phagique (figure 40). Il 'y donc pasdysfonctionnements de la filtration rénale
lors de I'administration de phages. De plus, il pas eu de résultats anormaux constatés chez
les patients n'ayant pas de désordres de la fancéipale, d’infection urinaire ou de diabete

avant le début du traitement.

Parmi les patients de I'étude, incluant des paiefinbétiques, des patients ayant une
infection urinaire ou des patients ayant une famcténale amoindrie, une protéinurie a été
recherchée durant le traitement phagique (elle @atexprimée en débit, g/24 heures, ou en
concentration g/l). Une augmentation de la proténpeut aussi étre physiologique (suite a
une activité physique intense par exemple) ou pedique (fievre, infarctus du myocarde...).

Lorsque l'augmentation de la protéinurie est pasig, il y a généralement une atteinte
rénale (souvent d'origine glomérulaire). Un résulfzositif (supérieur a la limite de

sensibilité : 0,3 g/l) est observé chez 12 patidet§étude. Chez huit sujets, la concentration
urinaire maximale en protéines n'‘a pas dépasségll,s 6 de ces patients ont une

concentration urinaire en protéines qui a diminuggy’'a passer en dessous du seuil de
détection ; pour les deux autres patients la cdraon urinaire en protéines s’est maintenue
durant le traitement (mais il faut souligner quedsultat était positif chez ces patients avant
le début du traitement). Les auteurs ont obseneaamcentration urinaire supérieure a 0,5
g/L chez 4 patients : un patient diabétique et iinsarit rénal traité par phages pour une
infection urinaire (la concentration urinaire eontgines a diminué, passant de 2,8 g/L avant le
traitement a 1,1g/L), un patient souffrant d’infeat urinaire chronique et traité par phages

pour une infection purulente « profonde » (la com@ion urinaire en protéines a tout
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d’abord atteint 0,5 g/L aprés le début du traitenpeur finalement décroitre a 0,2 g/L a la fin
du traitement phagique), un patient diabétique auae infection périprothétique (la
concentration urinaire en protéines s’est élevégyla 0,94 g/L durant le traitement avant de
redescendre a une valeur de 0,26 g/L a la finatetnent phagique), et un patient diabétique
avec une ostéomyeélite (la concentration urinairepestéines était de 0,42 g/L avant le
traitement et a fluctué entre 0,38 g/L et 0,64 pAndant le traitement). Les auteurs ont
mentionné la présence de quelques cas de valeomsrsoales, mais toutefois transitoires et

non significatives cliniquement, durant le traiternphagique.

Ces données suggerent que la thérapie phagigueat&afpas significativement la fonction

rénale et en particulier la filtration glomérulaire

b.7  Autres effets observés

D’autres effets ont été observés ou rapportés garphtients : une sensation transitoire
d’'inconfort au niveau de la muqueuse nasale (lepgtiet des vertiges (1 patient) suite a
'administration de phages sous forme de gouttesalea; des douleurs rénales et une
sensation de fatigue générale (1 patient), unectixtutransitoire du cycle menstruel (1
patiente) suite a I'administration de phages sous¢ de gouttes nasales et de gargarismes ;
par voie topique : une ulcération plane (1 patientjles démangeaisons cutanées au niveau
axillaire (1 patient), toutes deux hors du sitepglecation des phages, des maux de téte (1
patient) ; de petites ecchymoses au niveau de il@ingoet des jambes associées a des
saignements gingivaux et précédées par un épishgiss saignements gingivaux, sans autres
signes hémorragiques (1 patient) suite a I'adnretisn phagique par voie rectale. Ces
symptémes (épistaxis, saignements gingivaux, ecolgs) avaient toutefois été décrits par le
patient avant le début de la thérapie phagiqueplDg, ils ont cessé de maniére progressive
tout au long du premier cycle d’administration plqag et n’ont pas été observés lors du
second cycle du protocole ; une augmentation ddrdgquence des défécations et des
flatulences (1 patient), une constipation (1 pa}jethes douleurs musculaires au niveau des
jambes et des douleurs articulaires au niveau skagoe et du genou (1 patient), une
sensation d’inconfort abdominal (1 patient) suiteadministration phagique par voie rectale ;
des démangeaisons cutanées transitoires au niveawisdge (1 patient) suite a
'administration de phages par I'association degesoectales et topiques ; une augmentation

de mucosités purulentes au niveau de I'arbre ratgpie (1 patient) suite a I'administration
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phagique par aérosols ; un cedeme au niveau dd'ajplication des phages par voie topique
(1 patient) qui a nécessité I'arrét du traitemeum ;oedéme aigu au niveau de la hanche et de
la jambe (1 patient), une douleur suite a la feameet’une fistule empéchant I'évacuation de
pus (1 patient) suite a I'administration de phagas voie orale (une thrombose veineuse
pourrait également en étre a l'origine, mais larap#& phagique a été interrompue par

précaution chez ce patient) ; et enfin des sympsGgnippaux (2 patients).

On peut noter que ces symptomes regroupent I'eriseaeb effets observés durant la thérapie

phagique, et qu’ils ne sont pas tous forcementconséquence directe du traitement.

c. Discussion

L’étude montre que la thérapie phagique n’entrgas d’altérations au niveau des organes
vitaux (foie, rein, pancréas). De plus, elle n'afée pas la formule sanguine : le taux de
leucocytes circulants n’est pas significativemetdifié par le traitement phagique (que ce
soit les monocytes, les lymphocytes ou les poldaicks); en particulier, le taux

d’éosinophiles reste dans des valeurs normalegjuceest rassurant quant aux réactions

allergiques.

Les précédents rapports de I'lIET, durant la pé&idd70-2005, ont une portée scientifique
discutable quant aux résultats de lefficacité destements phagique, mais permettent
d’avoir un recul intéressant. lls confirment lablai incidence des effets indésirables et sont
donc un argument supplémentaire en faveur de laris&de la thérapie phagique. De plus,
PET n'a jamais recu d’informations ou de plaistementionnant de possibles effets
indésirables directement liés a un traitement pérapie phagique (bien qu’il n'y avait pas,

durant cette période, de suivi prolongé).

D’autres études récentes réalisées sur les badtagep confirment la faible incidence et la
faible intensité des effets indésirables potemtiséint liés a la phagothérapie (Wright et al.,
2009). Parmi les symptémes décrits, on retrouverdebles gastro-intestinaux, ainsi que des

réactions allergiques, rapportés chez moins de dég8fpatients traités (Alisky et al., 1998).

Les causes responsables des effets indésirablesrieiive le phage lui-méme et notamment
sa capside de nature protéique, les débris proveleanbouillons de cultures utilisés dans les
préparations phagiques, les débris de lyse bactéritrs de la propagation des phages dans
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les préparations thérapeutiques ou lors de la pharpgiie. Les effets observés peuvent aussi

étre des symptomes des pathologies du patient.

L’apport de débris bactériens peut étre doublapdort externe provient de la préparation
méme des suspensions phagiques. Pour propagerage,phest nécessaire de le cultiver en
présence de la bactérie cible, qui sera lysée gahage. Les impuretés et notamment les
endotoxines présentes dans la préparation de phtggapeutiques sont, grace aux

technologies actuelles, éliminables en quasi-tétdbrs de la phase de purification. Les

préparations actuelles ont donc I'avantage de ngpoder qu’une infime quantité de deébris

bactériens, ce qui n’était pas toujours le casefnit. De plus, il est possible de vérifier la

concentration en endotoxines de la préparationigbag 'aide de tests commercialisés.

L’apport interne provient de la lyse des bactédésuites au niveau du site infectieux. En
effet, la destruction de la bactérie par les phgugmd entrainer un relargage des toxines
(endotoxines et exotoxines) présentes dans laleelllne expérience basée sur l'injection de
lysats de bactéries Gram + a entrainé des effefssirables, d’intensité faible a sévere,
pouvant expliquer certains effets observés au cder¢'étude (Abedon et al., 2011). Ce
phénomene de relargage de toxines n'est pas prodee phagothérapie, puisqu’il peut

€également intervenir lors du traitement avec debiatiues bactéricides.

Les données de l'étude menée par I'IET révelentilgoy a pas de modifications
significatives des marqueurs inflammatoires. Cepetnidme étude plus ancienne, menée par
PIIET entre janvier 2006 et octobre 2007 sur 37tigr@s, a montré une diminution
significative de la concentration sérique en pr@éC réactive et du taux de lymphocytes
circulants pendant la thérapie phagique (Miedzylkodt al., 2009). Dans les faits, la CRP
passait d’'une moyenne de 23,3 mg/L avant le tratéra 16,1 mg/L au bout de 9 a 32 jours
de traitement. Le taux de lymphocytes circulantminiiait, quant a lui, de 7,8.10
cellules/mnd (valeur controle) & 7,1.3@ellules/mmi. Les apparentes différences entre les
conclusions de ces deux études pourraient s’exgligar une différence des valeurs basales
des marqueurs inflammatoires. En effet, dans |&tadalysée, les taux contrles de CRP et
de lymphocytes circulants sont plus faibles (dedfe des valeurs obtenues pendant et a la fin

du traitement de l'ancienne étude). La conclusioncds observations est une possible
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diminution du phénomeéne inflammatoire lorsqu’il estacerbé au début du traitement

phagique.

Enfin, certains éléments permettent d’expliquebdsmne tolérance du traitement phagique.
Les bactériophages sont trés sélectifs d’'une espactrienne, voire méme d’'une souche
bactérienne donnée. Leur spectre d’action tréestgiesimet d’éviter les répercussions sur la
flore commensale non pathogéne. Méme en cockieis préparations phagiques ont un
spectre plus étroit que celui d’'une grande past ahtibiotiques (Abedon et al., 2011). Il n'y
a donc pas de «dysbiose » (altération de I'éqeilibormal de la flore bactérienne), a

I'origine de certains des effets indésirables daibmtiques a large spectre.

5. Pharmacologie de la thérapie phagique

La pharmacologie phagique a débuté tres t6t, ané@nte que la véritable nature de ces virus
ne soit établie. Les premiéres études de pharngieolont été confrontées aux limites
scientifiques de I'époque. Elles ont néanmoins fgedien apprendre davantage sur ces virus
et d'utiliser ces connaissances pour parfaire ifdb&rapeutique. Des travaux plus récents
completent, et parfois corrigent, ces premieredexulls demeurent cependant tres largement

insuffisants pour connaitre en détail le comportetndes phages dans I'organisme.

a. Pharmacocinétique :

La pharmacocinétique est I'étude du devenir dugmactif dans I'organisme en fonction du
temps, depuis son site d’administration jusqu’a ébmination. Lorsqu’on s’intéresse aux
substances (et entités) antibactériennes, le terorganisme » doit avoir une signification
plus large et intégrer les flores microbiennes aéssca l'organisme. Classiquement, la

pharmacocinétique fait intervenir quatre princigad¢apes (systtme ADME) :

» L’absorption : ensemble des phénomeénes intervatard le transfert du principe actif

depuis son site d’administration jusqu’a la cirtioka sanguine.
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» Ladistribution : processus de répartition du gpeactif dans I'ensemble des tissus et
organes de l'organisme. Elle se fait a deux niveaaxdistribution plasmatique ou

sanguine et la distribution tissulaire.
» La métabolisation : processus par lequel une nuadifin de la structure du principe
actif est effectuée par des systemes enzymatigbls. a pour conséquence la

formation de métabolites actifs, inactifs ou toxisjue

* L’excrétion : élimination définitive du principe @icde I'organisme.

Par rapport au cycle de vie classique des princgis dans l'organisme, la thérapie
phagique présente deux différences principalesr@ig@l). Elles interviennent lors des étapes

d’absorption et de métabolisation.

* Absorption :

Le terme « pénétration » est employé pour déceisemiouvements phagiques au travers des

membranes biologiques, leur permettant d’atteindreirculation sanguine et les différents

tissus de I'organisme, ainsi que dans les biofthastériens.

L’étape d’absorption ne peut pas étre considéergaremtelle en thérapie phagique. Lorsqu’un
traitement topique est mené, cette étape (de «naéiné@ ») n'est pas limitante car les virus
sont directement mis en contact avec les tissuscté$. Par contre, cette étape (de

« pénétration ») devra étre envisagée lors ddsitnants systémiques.

154



Figure 41: Comparaison des étapes de pharmaciocieéties phages avec celles des

substances médicamenteuses
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Source : « Phage Therapy : Emergent
Property Pharmacology », Andrew J.
Curtrightet et Stephan T. Abedon,

Journal of bioanalysis and

biomedecine, 1948-593X.S6, 2011.

Les étapes de pharmacocinétique pour
les principes actifs chimiques sont
décrites dans le cycle A. Elles
regroupent 4 principales étapes suite a

'administration :  I'absorption, la
distribution, le métabolisme et
'excrétion. Le métabolisme et
'excrétion du  principe  actif

interviennent dés le premier contact
avec les organes responsables. lIs
peuvent donc se produire avant ou
apres que le principe actif ait atteint
I'organe cible, a l'origine des effets

pharmacodynamiques.

Le cycle pharmacocinétique des bactériophagesd@imet en évidence certaines différences. Les
bactériophages pénétrent dans I'organisme et @iffsu niveau du site infectieux lors d’'un traitetme

systémique. Dans le cas d’un traitement topiquepheages vont étre directement en contact avec les
bactéries pathogenes. L'infection des bactériedgsaphages méne a une production phagiageu

(phénoméne d’auto-amplification). Ceci permet det@balancer la diminution de densité phagique

par le systeme immunitaire ou par les conditiongrennementales (acidité gastrique par exemple).
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L’administration topique de phage (qui inclut I'achistration de phages par voie pulmonaire)
ne nécessite pas d'étape d’absorption ni de digiob. Elle fait intervenir une étape dite de
« pénétration » de la préparation phagique au noivdas biofilms bactériens. Cette
pénétration phagique au niveau des biofilms s@tag efficace que celle des antibiotiques
(Gilbert et al., 2011). En effet, la lyse bactérierinduite par les phages, notamment au
niveau de la couche externe des biofilms bactériposrrait faciliter la pénétration des
phages dans ces biofilms. On parle alors de « #iu#t active ». Elle permet ainsi aux
préparations phagiques d’atteindre les bactéries-gmentes, qui sont autant de cibles pour

I'établissement de cycles lytiques.

La thérapie phagique par voie orale peut égalenmghtire une pénétration phagique au
niveau des biofilms bactériens sans étapes d’atisorpt de distribution. Elle a alors pour
objectif le traitement des infections du tractustgaintestinal. La pénétration des phages au
niveau de bactéries intestinales n’'est pas panieit¢ élucidée. En particulier, deux
problémes peuvent se présenter. D'une part, l'gcidjastrigue peut inactiver les
bactériophages et donc réduire leur efficacité.sLae I'administration de phages par voie
orale (que ce soit pour un traitement local ousge&isystémique), le passage des préparations
au niveau des sucs gastriques doit toujours éiseeprcompte. D’autre part, la dilution des
bactériophages au niveau des sécrétions gastrejués bol alimentaire peut diminuer les
densités phagiques dans la lumiére gastro-intéstimgn-deca des seuils nécessaires a la

bonne conduite du traitement.

L’administrationper os de préparations phagiques conduit & une assiaonlates phages et
donc a un passage dans la circulation sanguinaupgrhénoméne appelé « translocation
phagique ». Les mécanismes mis en jeu dans ce ipig&igone sont, par contre, pas bien
connus. La durée déterminée pour ce passage \a@de ks études. Il a été montré que
'administration orale de phages chez des sourigi®t un passage sanguin en cing a dix
minutes (Keller et Engley, 1958). Une autre étudmée sur des lapins mentionne un délai de
guatre jours pour retrouver des phages dans lalatren sanguine (Gorski et al., 2006). En
ce qui concerne I'étre humain, trés peu de docusrteaitent de la translocation phagique. La
présence de bactériophages dans le flux sangumatiknts a toutefois été mise en évidence
aprés dix jours de phagothérapie, par voie oralatre diverses infections (Gorski et al.,
2006). Ce délai d’assimilation parait relativeméortg, surtout lorsqu’on le confronte a
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I'efficacité de la phagothérapie, qui intervientrfjpegs apres quelques jours de traitement
seulement. La question de la détection des baptéages dans la circulation sanguine se pose
nécessairement. Cette étape de pénétration doitidtaeenir dans un laps de temps allant
de quelques minutes a plusieurs jours apres l'adtration orale de phages. Elle dépend
indiscutablement du type de préparation phagiqueleyé ainsi que des conditions

d’administration.

L’administration par voie orale étant pratique, gien(sauf exceptions) et bien acceptée par
les patients, il est intéressant de pouvoir I'séifi dans le cadre de la phagothérapie, comme
c’est le cas dans I'antibiothérapie. La principai@ate est I'incertitude quant a I'assimilation,

en quantité suffisante, des bactériophages.

L’administration de phages par voie rectale damgtique d’un traitement systémique semble
eégalement possible et intéressante. En effet, ilaidtration intra-rectale génere rapidement
des taux plasmatiques en bactériophages (« phagé¢réievés. Cette voie d’administration a
d’ailleurs été comparée a la voie intramusculditadministration intra-rectale a permis des
taux de «phagémie » aussi élevés que lors d’injedhtramusculaire en un temps plus
court : cing minutes en intrarectale contre quingeutes en intramusculaire pour obtenir le

méme pic de concentration plasmatique en bactéggsh(Hoffmann, 1965).

Des approches plus directes pour atteindre la latiom sanguine sont possibles
'administration sous-cutanée, intramusculairergtaveineuse. L'assimilation des phages par
ces voies est plus fiable que lors d'administratiper os. Par contre, ces voies
d’administration sont plus invasives et nécessitkmtc une purification plus importante des

préparations phagiques. De plus, la compliancedtsnts est généralement moindre.

» Distribution :
La répartition des principes actifs utilisés enrdipéutique dépend d’'un certain nombre de
propriétés (caractéristiques physico-chimiquespiagipes actifs, affinités respectives pour
les protéines sanguines et tissulaires, irrigatlea organes...). Les mécanismes mis en jeu

pour la distribution sanguine et tissulaire destdr@mphages ne sont pas élucidés. On peut
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néanmoins émettre I'hypothese qu’ils sont diffésete ceux utilisés par les molécules de

principe actif.

Il a tout d’abord été mis en évidence que des phadggctés par voie intraveineuse

disparaissent de la circulation sanguine en qusltaeres (Appelmans, 1921). Cela signifie
gu’il y a une migration potentielle des particulésles du sang vers un ou plusieurs autre(s)
compartiment(s). Des études plus récentes tendeohfrmer ces premiéeres observations :
suite a I'administration orale de phages a des amke laboratoire, on retrouve les phages
dans la circulation sanguine en deux a quatre beprgs dans divers organes (foie, reins,

rate) apres dix heures (Sulakvelidze et al., 2001).

Cette étape de distribution pourrait faire intervees globules rouges. Certains auteurs
décrivent une possible liaison entre bactériophage®rythrocytes (Bystricky, 1965 et

Reynaud, 1992). D’autres scientifiques mettentaurtelde telles interactions.

Les problemes de distribution pour obtenir destefflharmacodynamiquement positifs se
posent lors de I'administration systémique des phageisque ceux-ci doivent atteindre les
tissus infectés. Les infections bactériennes asseoit la perméabilité tissulaire, ce qui peut
favoriser la distribution des phages a ce niveadoe@n ST, 2011). De plus, les propriétés
d’auto-amplification phagiques peuvent compensar,n@ins en partie, les limites de la
distribution : si les phages lytigues atteignentsite de l'infection bactérienne, alors ils
peuvent agir sur les bactéries et impacter leunquginicité. Si, en plus, leur capacité de
réplication est suffisante, alors les phages peusemultiplier et impacter significativement
les bactéries responsables de I'infection. Uneettadlisée sur des souris saines ou présentant
une encéphalite Shigella dysenteriae a montré que, suite a des injections intrapératasd
des phages étaient décelés au niveau de leur exieéph proportion de bactériophages a ce
niveau était beaucoup plus importante chez lesisonfectées, ce qui témoigne d'une
dissémination des virus vers le cerveau et d’'unkipfioation sur le lieu d’infection (Dubos
et al., 1943).

Cette dissémination des bactériophages dans liEsettifs organes de I'organisme aurait des
limites. En effet, certaines parties de I'organismepermettraient pas une bonne diffusion des
bactériophages jusqu’a la zone d’infection (SkumtilStrauch, 2006). Cependant, les auteurs

ne citent pas les organes en question.
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« Meétabolisme :

Le métabolisme est I'étape au cours de laquellenno@ification de la structure du principe
actif est réalisée. Elle a principalement pour @etpréparer I'élimination de la substance
exogene de l'organisme et fait intervenir des sys&® enzymatiques, principalement
hépatiques. Dans certains cas, le métabolisme peermnvertir une prodrogue en substance

active d’un point de vue thérapeutique, qui a aloreffet favorable.

L’inhibition in vitro des bactériophages lors d’'un contact avec du shngus, de la bile ou
de la salive a été montrée relativement tot ddmstbire de la phagothérapie (Evans, 1933).
Elle a contribué a discréditer la thérapie phagiqoertains scientifiques supposaient que les
réussites thérapeutiques observées n’étaient pess alu pouvoir lytique des bactériophages
mais aux débris bactériens présents au sein dgwermiens (imparfaitement purifiées)
susceptibles de stimuler le systéeme immunitaireptadi& ou a l'introduction de protéines
(constituant de la capside phagique) a méme diedune réponse immunitaire innée
(Krueger et Scribner, 1941). Plus tard, une inativm des bactériophages par l'acidité de
'estomac, par des anticorps dirigés contre ceggdhau par une température non optimale a
été démontrée (Smith et al., 1987).

De plus, d’'un point de vue pharmacocinétique parsdquestration phagique par le systeme
immunitaire menant a une réduction des taux deébaphages actifs dans lI'organisme ne
releve pas d'une action métabolique. En effet, dgusstration phagique n’a pas pour
conséquence une modification de la structure dtékiaphage.

Par contre, l'auto-amplification phagique situ peut étre décrite comme une action
meétabolique, bien qu’elle ne soit pas associeaditin des enzymes hépatiques. Elle permet
d’atteindre, voire de maintenir, des densités pinseg suffisantes au niveau du site infectieux,
ce qui est indispensable au succés de la thérdpégique. Ce réapprovisionnement
permanent en bactériophages permet en outre deeosepl’action du systeme immunitaire

et I'élimination des bactériophages.

* Elimination :

De nombreux travaux témoignent de I'élimination dastériophages dans I'urine ou dans les

feces. La présence de phages dans les fecesexqmaple, été démontrée sur des veaux suite
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a I'administration orale de plusieurs phages (Smitfal., 1987). Elle a été confirmée chez

’lhomme, lors d’administrations orales de phagegBrdittin et Brissow, 2005).

Le fait que les phages atteignent le systeme wenauite & une administration systémique,

est un élément important pour le traitement descindns urinaires (Abedon ST, 2012).

Cette élimination s’effectue aprés une période plusnoins longue, jusqu’a plusieurs jours,

de persistance des phages au sein de I'organismek{8lidze et al., 2001).

b. Pharmacodynamie

Les effets bactéricides de certaines phages peutredsulter d'une action directe, lyse de la

bactérie cible par le phage, et/ou indirecte, @iaylsteme immunitaire.

b.1  Effets directs
» Effet des phages sur les biofilms bactériens

Les biofilms sont des ensembles de cellules iso(éestéries, champignons, algues ou
protozoaires) et de microcolonies de cellulesdijli@ssociées entre elles et/ou aux surfaces et
interfaces, et incluses dans une matrice constitliégopolysaccharides bactériens, de
matieres organiques et non organiques, ainsi quenaeromolécules pieégées du milieu
environnant. Leur formation est inévitable sur éogtirface non protégée, des lors que les
conditions minimales requises sont remplies (setfanicro-organismes, eau et éléments
nutritifs). L'impact des biofilms concerne le saaténdustriel (réseaux d’eau, échangeurs de
chaleur, industrie agro-alimentaire, industrie tivae) et le secteur médical (plaque dentaire,
implants, prothéeses, cathéters). 65% des infectiecensées chez 'Homme, dans les pays
développés, sont causées ou entretenues par di@sdioPlus de 80% des infections
bactériennes sont chroniques a cause de ces [Bofilm

Les biofilms réduisent les réponses immunitairebd@pement aux défenses immunitaires de
I’héte) et augmentent les résistances aux antdues. Les raisons expliquant la résistance
des biofilms sont multiples : tout d’abord, la cbecmuqueuse géne la diffusion des
molécules au sein du biofilm, elles ne peuventsafdus atteindre les bactéries cibles. De
plus, certaines molécules peuvent réagir chimiqueragec les constituants de la couche

mugueuse (par exemple Igsactamines sont dégradées par ffiesctamases extracellulaires).
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Enfin, I'état physiologique des bactéries du bmofipourrait étre modifieé, ce qui a des
répercussions sur l'efficacité des substances astBbhennes. La résistance des bactéries en
biofilms dépend notamment de I'ancienneté du biafil

Au niveau de la désinfection, la résistance desulesl incluses dans un biofilm est

généralement supérieure a celle des cellules gressi®n et elle augmente avec I'age du
biofilm. Aprés détachement, la sensibilité des &aes serait identique a celle des cellules en
suspension. De plus, les meilleurs désinfectants ges cellules en suspension ne sont pas

toujours les plus efficaces pour des bactéries afdrbs.

Lorsqu’on étudie le comportement des antibiotigsisdes bactéries planctoniques (c’est a
dire des bactéries placées dans une solution auwanboite de Pétri), celles-ci n'ont pas le
temps de s’organiser en biofilms et sont donc ¢éoteiht accessibles. Cependant, au cours
d’'une infection bactérienne chronique, les bacséoiet la possibilité de former des biofilms
dans I'organisme. Les antibiotiques vont détruee bactéries circulantes, supprimant ainsi
les symptdmes, mais ne pourront pas atteindrescelhehassées dans le biofilm qui vont
perdurer dans I'organisme. Le biofilm va alors sedé nid a partir duguel les infections vont

récidiver.

Les bactériophages ont-ils la capacité d’atteihelsdactéries en biofilms ?

La premiéere observation de la destruction d’'unilbiopar les bactériophages a été réalisée en
1956 (par Adam et Park; Dublanchet et Patey, 20D&puis, un intérét est porté aux
mécanismes enzymatiques mis en jeu par les phagesafieindre et altérer ces biofilms.
Lors d'un travail sur des bactériophages dirigéstreoEscherichia coli, la synthése d’'une
glycanase par le bactériophage a été mise en @ad@ette enzyme a la capacité de lyser la
capsule mucoide des biofilms (Stirm et al., 1908 .plus, les bactériophages ont la capacité
de s’arrimer a une molécule située a la surfacdadeapsule polysaccharidique, sur un
récepteur dit «secondaire » (figure 42). Cette éadim permet la sécrétion d'une
dépolymérase et par la suite I'arrimage du phageeamolécule dite « récepteur primaire » a

la surface de la paroi bactérienne (Hughes e1 293).
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Figure 42;_ Schéma représentant la traversée dafiinbipar un bactériophage
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Source : « Biofilm susceptibility to bacteriophagttack : the role of phage-borne polysaccharide
depolymerase », Hughes et al., Microbiology 148%8047, 1998

Le schéma représente les trois étapes de pénétuditio bactériophage au sein d’'un biofilm. La
premiere étape (1) correspond a I'arrimage du plaageiveau d’'une molécule de surface servant de
« récepteur secondaire » (secondary receptor). fellenet au phage d’amorcer sa traversée de la
capsule mucoide du biofilm par dégradation de cedfgsule grace a une glycanase (2). Enfin, la
traversée s’achéve par la fixation du phage a uaokaule de surface de la bactérie, servant de
« récepteur primaire » (primary receptor) (3).

* Traitements phagiques actifs et passifs

L’effet anti-infectieux des bactériophages peutltes de différents mécanismes d’action.
Ces différentes approches de la destruction beaot®ei par les phages sont appelées
traitement actif ou traitement passif. Les traitateeactifs et passifs dépendent des
caractéristiques phagiques et de celles des begidhles (Abedon et Thomas-Abedon, 2010)
(figure 43).
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Le traitement actif fait intervenir le phénomene«dgse de l'intérieur ». Il s’agit en réalité de

la lyse bactérienne observée a la fin du cyclejlgi Cette lyse est induite par des protéines
(comme les holines et endolysines) produites &¥iaur des bactéries au cours de I'infection
phagique. Les protéines entrainent une perturbaiola paroi bactérienne, menant a la lyse
de la bactérie. Les phages néoformeés dans lesrieacitéfectées au cours du cycle lytique se

retrouvent alors dans le milieu extracellulaireisgmwnant.

Le traitement passif repose sur le phénomene gse«de I'extérieur », qui fait partie des
infections abortives. Les infections abortives sdes infections qui n’aboutissent pas a la
production de nouveaux virus. Elles peuvent étredaséquence de I'expression de genes
bactériens de résistance (Abedon, 2011). Elles grduégalement résulter de I'absence de
facteurs spécifiques nécessaires a la productiogiguie, associée a la présence des facteurs

nécessaires a la destruction bactérienne par geph

Le phénomene de « lyse de I'extérieur » est laémquesnce de perturbation au niveau de la
paroi bactérienne, suite a l'adsorption de plusiqalrages au niveau de cette bactérie. Les
enzymes responsables de cette perturbation cedutamicedent a la paroi depuis le milieu

extérieur. La « lyse de I'extérieur » entraine destruction rapide de la cellule bactérienne

(plus rapide que celle réalisée par la « lyseid&fieur »).

Les conséquences de ces traitements actifs efgpdssient étre prises en compte lors d'un
traitement phagique. En effet, lorsqu'un traitemewtif est mené, une administration
phagique unique peut permettre d’obtenir une éltiim compléte de la bactérie pathogene.
Lors d’un traitement passif, plusieurs administnagi peuvent étre nécessaires pour maintenir

des densités phagiques suffisantes a la réalisdtidraitement.

En pratique, il s’agit de tester expérimentalem@otir un phage isolé contre une souche
bactérienne, les potentiels de réplication phageuerésence de bactéries cibles, en plus de
la destruction bactérienne.
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Figure 43 ; Les différents effets des phages eft@atiques sur les bactéries
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Source : « Phage therapy : Emergent Property Pleatogy », Andrew J. Cutright et Stephen T.
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« Phages » fait référence aux particules phagimti@stes, alors qu’ « Enzybiotics » sont des prisdui
phagiques purifiés. Les échecs des traitementsiguegyimpliqguent une survie de la bactérie cible
(fond noir et texte blanc). Les traitements pagsiferviennent lorsqu’'un nombre suffisant de phages
permet la mort bactérienne, sans augmentation gepalation phagique (fond gris avec écriture
blanche, a I'exception de « Productive infectioats>xc Phage population growth »). Les traitements
actifs (fond blanc et texte noir) permettent ungkfination in situ de la population phagique, & méme
de maintenir des densités phagiques suffisantésadglication de la bactérie cible.

Les infections au cours desquelles la destructactétienne est obtenue sans réplication phagique
sont qualifiées d’ « abortives ».

Certains bactériophages peuvent produire une #tamtibactérienne via des molécules
agissant de I'extérieur plutét que de l'intérielliexploitation de ces formes purifiees comme
moyen de traitement antibactérien est décrite emee d'« enzybiotique ». Les deux
principales enzybiotiques sont les endolysines ipjuag et les dépolymérases de substances

polymériques extracellulaires (EPS).
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Les endolysines sont des enzymes intervenant deng/se de l'intérieur ». Elles jouent un
réle important dans la destruction bactériennempétant la libération des phages néoformés.
De plus, les endolysines peuvent étre utilisées demas forme purifiée. Elles sont alors
dirigées contre les bactéries Gram + et procédamealyse de I'extérieur, par action au

niveau du peptidoglycane.

Les dépolymérases d’EPS affectent principalemest pelyméres extracellulaires qui

permettent I'intégrité du biofilm bactérien. lls m@nt pas directement bactéricides. Ces
enzymes phagiques peuvent a la fois augmenterdpeacités de pénétration phagique et
rendre les biofilms bactériens plus sensibles awmitetments antibactériens, dont les

antibiotiques.

b.2  Effets indirects

La lyse bactérienne, observée lors de I'administnatie phages, pourrait étre la conséquence
d’'une activité immunomodulatrice des phages. Iafiatonc important de connaitre les effets
des phages sur les cellules phagocytaires, leshgaoypes B et T et sur la production de

cytokines.

» Effets des phages sur les cellules phagocytaires

L’activité des cellules phagocytaires est I'une deactions essentielles de la réponse
immunitaire antibactérienne. En s’intéressant aoteractions entre phages et cellules
phagocytaires, on peut déterminer si l'activitébattérienne est la conséquence de l'activité
directe des phagds vivo ou si l'activation des cellules phagocytaires ivient. De plus,

connaitre les interactions entre phages endogémésefits en quantité importante dans les
flores humaines) et cellules phagocytaires pew @iteressant dans la compréhension des

mécanismes de défense complexes contre les agenésiens.

v Effets des phages sur les phagocytes

La premiere description de l'influence des phagedes phagocytes a été rapportée par Felix
d'Hérelle, qui a étudié l'effet de phages dirigémtre Shigella sur les «leucocytes » de
cochons d’inde (I'auteur n’a pas spécifié s'il éaitiles cellules péritonéales, qui sont
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principalement des macrophages, ou des leucocy@shgriques, qui sont majoritairement
des granulocytes). Aprés l'incubation de bactéris phages et de leucocytes pendant 10
minutes, I'index phagocytaire des cellules a augénéet maniére importante par rapport au
contrble (composé seulement de bactéries et dedgies). Felix d'Hérelle a également mis
en avant que le développement de la résistancérimute contre les phages est accompagné
d’'une résistance des bactéries a la phagocytose.albrs conclu que les phages agissent
comme des opsonines (substance qui se lie a dgsraad et induit leur phagocytose par des
macrophages, des monocytes ou des leucocytes nalgs)mui participent manifestement a
la phagocytose bactérienne. Cet effet est selomé&dié par un facteur soluble présent dans

les préparations phagiques.

Une autre étude menée chez les cochons d’'inde ardémue le phage T5 n’affecte pas la
phagocytose @scherichia coli par les granulocytes (Kantoch et al., 1958). Leagek
adsorbés aux bactéries pouvaient rester actifujdg phagocytose des bactéries par les
granulocytes. Cependant, des travaux menés pardewes auteurs montrent que le phage T2
pourrait diminuer la phagocytose bactérienne (pardranulocytes) de différentes especes
bactériennes, dorfitaphylococcus aureus, Escherichia coli et Mycobacterium tuberculosis,
chez les chevaux (Kantoch et al.1958). Les auteantsmontré que cet effet était dose-
dépendant : & une concentration phagique d&niD, Iinhibition de la phagocytose était
presque totale alors qu'a de plus faibles conctatrm de phages, la diminution de I'activité
des granulocytes était plus modérée. Le processimhililtion est également temps-
dépendant : 'augmentation de la durée d’incubatioinaine une diminution de la destruction
bactérienne par la phagocytose. Enfin, le procgssusétre provoqué par des phages qui sont
actifs ou inactifs et il est impacté par la tempée La plus forte inhibition intervient
d’ailleurs lorsque les phages sont inactivés pmatgicorps, ce qui suggere que les complexes
immuns auraient un role prépondérant dans la dinoinude la phagocytose bactérienne par

les granulocytes.

Une autre étude s’est intéressée aux effets de ¢bages T4 et F8 (dirigés contre
Pseudomonas aeruginosa) sur la phagocytose Bscherichia coli (Przerwa et al., 2006). Les
expériencesn vitro, par coincubation des 2 phages avec les cellufegqrytaires, ont
montré une inhibition de la phagocytose bactérieditiescherichia coli de maniere dose-
dépendante. Cependant, I'incubatioistherichia coli avec le seul phage T4 (et les cellules
phagocytaires) entraine une légere augmentatioeffecacité de la phagocytose. Des
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résultats similaires ont été obtenus avec les ophilles et les monocytes. Dans cette méme
étude, des expériences menées sur des souris atrémoe le phage T4 augmente l'intensité
de la phagocytose par les neutrophiles, lorsquedass sont infectées par des bactéries. A
contrario, lorsque les souris ne sont pas infectées, le epllay diminue faiblement la
phagocytose par les monocytes et n'a pas deffa@sifisatifs sur lintensité de la

phagocytose par les neutrophiles.

In vitro, le monitoring de la phagocytose 8aphylococcus aureus par des neutrophiles isolés
de patients traités par thérapie phagique, a repédes phages pourraient, a terme, diminuer
la phagocytose. La corrélation entre l'altérati@nla phagocytose et le traitement phagique
n'est pas clairement établie. Cependant, I'actidi#éé neutrophiles des patients a retrouvé un
niveau normal 3 mois aprés l'arrét du traitementgpiee. De plus les phages accélérent le
turn-over des neutrophiles. Cela a été montré jaailginentation du nombre de cellules
immatures et la diminution concomitante du nombre&iles matures (Weber-Dabrowska
et al., 2002).

En conclusion, la phagocytose des bactéries pagmesilocytes et des monocytes peut étre
inchangée, augmentée ou diminuée en fonction dageshutilisés, des doses administrées

ainsi que des bactéries étudiées (Gorski et al2)20

v’ Effet des phages sur I'explosion respiratoire

L’explosion respiratoire est une rapide augmentatieria production de dérivés réactifs de
'oxygéne par le métabolisme oxydatif des phagayoes d’une infection. D’une part, cette
réaction est une composante essentielle de I'imt@uiminée, permettant aux cellules
phagocytaires d’éliminer les pathogenes. D’autrd, pame production excessive d’especes
réactives de I'oxygéne mene a un stress oxyddiiftarieur de la cellule. Les bactéries et les
virus peuvent induire un stress oxydatif dans &kiles hotes lors d’une infection. Il est donc
primordial de connaitre les effets des phages auprbduction des espéces réactives de

I'oxygene, afin de s’assurer de I'innocuité dehéarapie phagique a cet égard.

La premiere étude pour évaluer l'influence des pbage la génération des especes réactives
de I'oxygene a montrén vitro, qu’une préparation purifiée de phage T4 indué tmas faible
explosion respiratoire comparativement aux cellubestériennes, que ce soit dans les

monocytes ou les neutrophiles (Przerwa et al., ROD& plus, lorsqu’ils sont incubés
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ensemble, les phages réduisent, de maniere doseeldépe, I'explosion respiratoire induite
par Escherichia coli. Les effets sont significatifs avec des titrepaages élevés (1@t 13°
PFU/mI).

Une autre étude a montré qu’une préparation parifié phages T4 peut inhiber I'explosion
respiratoire induite par des lipopolysaccharideslesl cellules bactériennes (Miedzybrodzki
et al,.2008). Il a également été montré que nptéparations purifiées ni les lysats de phages
A3/R dirigés contre les staphylocoques n’induiséntyvitro, une explosion respiratoire

significative des monocytes ou des neutrophiles.

Ces résultats suggerent que les préparations plesgiguite a leur administration a des
patients, ne sont pas susceptibles d’induire uesstoxydatif par des especes réactives de

'oxygene.

v Effets des phages sur les autres fonctions dadegjbhagocytaires

Les effets des phages sur la migration des cellplesgocytaires et I'expression des
récepteurs Toll-like ont été étudiés par I'UnitéTdeérapie Phagique de I'Institut de Thérapie

Expérimental Ludwik Hirszfeld.

La majorité des préparations phagiques, purifiée®e purifiees, n’affectent pas la migration
cellulaire des granulocytes et des monocytes chemme. La seule exception a été une
activité inhibitrice du phage T4 sur la migratioe des cellules. Ce phage présente une
protéine Hoc dans sa capside qui pourrait étreoresgible des activités immunomodulatrices
(Dabrowska et al., 2007).

Les récepteurs Toll-like font partie des princigalelasses de récepteurs des cellules
phagocytaires impligués dans les réponses dimmuminée et dans les réactions
inflammatoires. En particulier, I'activation des nomytes et des macrophages, par les
bactéries pathogenes et virus, médiée par 'acivates récepteurs Toll-like, résulte en une
augmentation de la production de cytokines prainfhatoires, d’especes réactives de
I'oxygéne et de monoxyde d’azote. Les ligands mdgutes récepteurs Toll-like 4 (TLR4) et
Toll-like 2 (TLR2) sont les lipopolysaccharides.sLétudesn vitro menées par I'Unité de
Thérapie Phagique ont montré que les préparatienghdges T4 n'ont pas d'effets sur le
pourcentage de cellules TLR2+ et TLR4+ (préserdastrécepteurs Toll-like 4 et 2) que ce

soit pour des monocytes non stimulés ou stimulésdpa lypopolysaccharides. De plus, les
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préparations purifiées de phages T4 n'impactent’papression du récepteur Toll-like 2 ou
Toll-like 4, alors que les lysats de phages T4 amgrraient |légerement I'expression du

récepteur Toll-like 4 sur les monocytes.

Ces données sont importantes dans le cadre deraptd phagique puisqu’elles semblent
indiquer que les préparations phagiques n'auraieas d’activité pro-inflammatoire

dépendante des récepteurs Toll-like.

v Effets sur les cellules tueuses NK
Peu d’études s’intéressent aux lymphocytes NK({Edltueuses naturelles).

Les bactériophages pourraient avoir un impactesicellules NK. En effet, une étude révele
qgue le nombre de cellules NK était diminué chez pextie des patients, aprés 49 a 84 jours
d’administration de bactériophages par voie intt@le. En revanche, il n'y avait pas de
modification du nombre de cellules tueuses naesdlrs d’administration par voie topique
ou orale (Gorski et al., 2012).

v Effets sur les cellules dendritiques

En ce qui concerne les cellules dendritiques, dté mis en évidence une diminution de
l'activité phagocytaire de ces cellules suite @iénistration de phages par voie orale. Ceci
aurait pour conséquence de limiter leur role dargéclenchement de la réponse immunitaire
adaptative (Gorski et al., 2006).

* Interactions des phages avec les lymphocytes T et B

Les données suggerent que les préparations phagiguaraient moduler les fonctions

immunitaires par des interactions directes avetylephocytes T et B. De maniere générale,
les préparations purifiées de phages semblent pgumrodes effets immunodépresseurs.
Cependant, certaines préparations (notamment $dslyde phages anti-staphylococciques)

auraient, quant a elles, des effets immunostimuitate

Mankiewicz et al. (1974) ont rapporté une diminatibe la réaction cutanée a la tuberculine
de cochons d’Inde tuberculeux, suite a Il'adminigira intrapéritonéale de

mycobactériophages. De plus, ces auteurs ont déénque lorsque les mycobactériophages
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étaient ajoutés a des cultures de lymphocytespalgvaient inhiber, de maniéere dose-
dépendante, I'activation de ces lymphocytes indugtedes phytohémagglutinines. Le fait que
les phages puissent exergervitro une activité immunodépressive a été confirmé e d
études montrant qu’'une préparation purifiée de eha@4 inhibait la prolifération des

lymphocytes T humains induite par le complexe CRIRT(Gorski et al., 2006). Cependant,
Zimecki et al., (2003) ont montré que des prépanatipurifiées de phages dirigés contre
Saphylococcus aureus pourraient exercer des effets stimulateurs surtiVis€ des

splénocytes.

Un autre axe de recherche s’intéresse a I'adhéksrphages aux cellules immunitaires. Les
cellules T humaines interagissent avec des phagegtTHAP1 (phage T4 mutant sans
protéine Hoc) (Kniotek et al. 2004). Les expérienoeenées sur des protéines phagiques
recombinantes purifiées ont montré que les celllilésimaines adhérent a la protéine gp 24
(une protéine de la capside du phage T4) et norapaprotéines Hoc (Gorski et al., 2012).
Les anticorps monoclonaux bloquant les chaines aamemdes intégringsl etp3 diminuent
significativement ces interactions. Ceci suggere lgadanteractions dépendent, au moins en
partie, de la fixation a des récepteurs apparteadat famille des intégrines. De plus, les
expériences semblent montrer que la protéine VLARABEQgrine o5p1) est la principale

intégrine responsable de I'adhésion des cellulkarfiaines a la protéine gp 24.

Les phages pourraient également diminuer la pramuctn vitro, d'immunoglobulines
induites par des alloantigénes, ainsi que la rép@msanticorps speécifiques chez les souris
(Kniotek et al., 2004). De plus, les phages inhib&ctivation de NF-kB, un facteur de
transcription clef dans la régulation de nhombreereg, dont ceux codant pour des cytokines
pro-inflammatoires (Gorski et al., 2006). Ces effehmunodépresseurs des phagesitro

ont été confirmés par des expérienoesivo. Ces derniéres ont montré que les phages ont
considérablement augmenté la survie d’'une trantgilan cutanée allogénique, que ce soit
chez des souris sensibilisées ou non sensibiliséasi que la réponse inflammatoire au

niveau du site de transplantation (Gorski et 80&).

» Effet des phages sur la production de cytokines

Plusieurs études ont montré que les phages peaffenter, substantiellement, la production
de diverses cytokines. Les effets sur la produatiercytokines peuvent néanmoins varier en

fonction des phages administrés et des infectiordiées (Gorski et al., 2012).
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Une augmentation de la synthese de cytokines a @iésobservée apres l'inoculation de
préparations phagiques. Par exemple, 'adminisimati’'une préparation purifiée de phages
dirigés contreStaphylococcus aureus a eu pour conséquence d’activer la production @'IL-

dans des splénocytes cultivasitro (Zimecki et al., 2003).

Au contraire, d’autres travaux démontrent une dutiom de la concentration de certaines
cytokines dans I'organisme. L’administration de ggedirigés contr&lebsiella pneumoniae

a des souris infectées (infections cutanées comgdig] en bactériémies) a entrainé une
diminution des concentrations en IB;ITNF-o et IL-10 dans le sérum et dans les poumons
des souris (Kumari et al., 2010). La diminution dgwokines IL-6 et TNFe a également été
mise en évidence suite a I'administration de susipes de bactériophages pour traiter des
infections respiratoires Rseudomonas aeruginosa (Debardieux et al., 2010).

Ces données expérimentales ont été confirméesl|tloemme par une étude clinique qui a
démontré que la thérapie phagique influence la mtimlu de cytokines chez les patients
traités (Weber-Dabrowska et al. 2000). Les effetdadphagothérapie sont variables selon le
niveau de TNFe des patients avant le début du traitement : cgartaun niveau sérique bas,
voire modéré, de TNE- ont vu une normalisation (augmentation) de la pctido de
cytokines sous traitement phagique ; ceux ayamtiveau initialement élevé de TNfent vu

le taux de TNFe diminuer lors du traitement phagique. Les phaggssant de maniere
similaire,in vitro sur des cellules de patients atteints de monoose)éur la production de

cytokines induite par des lipopolysaccharides (WW<tksbrowska et al., 2000).

» Conséguences

La plupart des observations décrites sur les iotienas avec le systéme immunitaire résultent
d’études in vitro. Ces interactions varient selon de nombreux parasié le mode
d’administration des phages, le type et la loctbsade I'infection, la dose et la nature des
phages utilisés. De plus, il faut garder en mémque, malgré I'étape de purification, une
suspension phagique contient toujours une faibletiféade débris bactériens, qui peuvent
€galement interagir avec le systtme immunitaireladD@éme maniere, les fragments de lyse
bactérienne entrainés par la phagothérapie peuntaragir avec le systéme immunitaire.

L’'importance des phénomenes immunologiques liégspnhgothérapie au sein de I'organisme
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n’est pas clairement définie. Des études plus appdies sont donc nécessaires a une bonne

connaissance de I'impact des phages sur le systémenitaire.

6. Antibiothérapie et phagothérapie

Les bactériophages et les antibiotiques ont uneracbommune, a savoir le controle et/ou
I'éradication d’'une bactérie pathogéne. Leur modactibn respectif est, par contre,
radicalement différent. Une majorité d’articles e¥ts propose la phagothérapie comme
alternative a I'antibiothérapie, lorsque celle-st devenue inefficace. Ceci contribue a placer
la phagothérapie dans une situation inconfortajplea, par le passé, semée le trouble sur son

efficacité.

La question est de savoir si I'association de easxdhérapies est intéressante et mérite d'étre

explorée.

Comme cest le cas dans l'étude menée par llristde Thérapie Expérimentale
Immunologique Ludwik Hirszfeld (« Clinical aspectf gohage therapy », Ryszard
Miedzybrodzki et al.,, 2012), certains travaux temd@ montrer que l'association de
lantibiothérapie et de la phagothérapie n’a pasitéréts cliniques. Les antibiotiques
administrés en association aux phages, ainsi guenkmdalités d’administration des deux

thérapies ne sont pas toujours documentées.

Certains scientifiques émettent, au contraire,ddthiese qu’une telle association peut étre
bénéfique. Les phages, appliqués localement, vemhgttre de réduire la masse bactérienne
dans un premier temps. La cinétique de l'actioiglyd des phages étant rapide, elle laisse le
temps aux antibiotiques d’atteindre une concewtnatsuffisante au niveau du foyer
infectieux. Le fait que les antibiotigues ne soigaks détruits par les phages et que ces
derniers peuvent étre autoproduitsitu renforce leurs actions. Cette stratégie en dempse
permet aussi de pallier a la non destruction deghias quiescentes par les phages. Dans un
premier temps, la phagothérapie agit sur le fopéectieux actif. Dans un second temps,

I'antibiothérapie intervient sur un faible inoculum
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Il a été montré que I'addition a des cultures b@atées de faibles doses d’antibiotiques, qui
bloquent la division cellulaire et induisent la rfation de filaments, augmente
significativement la production phagique. De telstitaotiques augmentent le volume
bactérien, permettant ainsi une surproduction @gges et accélérent la lyse de la bactérie par
les phages. Ce phénomene est appelé la « syneagegphntibiotiques » (PAS) ; Il a été mis
en évidence avec des antibiotiques de la famikegdactamines et des quinolones (figure 44)
(Comeau et al., 2008). De plus, ce phénomene aaoftirmé avec différents phages non

apparentés. On peut donc supposer que les ariléstieur conferent un avantage commun.

Figure 44 :_ Le phénoméne de « Synergie Phagesiétitibes » (PAS) avec le phagMFP

surEscherichia coli MFP

Hote E. eoli MFP Hote E. coli MFP
Phoge i Phage $HMFP

Source : « La synergie phages-antibiotiques : yeuegmour la phagothérapie », André M. Comeau et
al., Medecine Sciences n°5, volume 24, mai 2008.

Sur la gauche, un antibiogramme montrant la sditéibie la souche uropathogeBscherichia coli

MFP & différents antibiotiques. Cette souche essist@nte a I'amoxiciline et a la
triméthoprime/sulfaméthoxazole (absence de halthibition autour des deux pastilles). Sur la droite
le méme antibiogramme avec addition de plusieuntagges de phages viruleniMFP dans le tapis
bactérien. Les plages de lyse sont beaucoup plpgrtemtes a proximité des antibiotiquekctames
aztréonam et cefixime (indiqués avec des +). L'aempiation de la taille des plages, phénomene PAS,
est causée par une surproduction de phages eysmlus rapide des bactéries par les phages. La
gentamicine et la tétracycline n’ont pas donnéépemse PAS (taille de plages de lyse normale autour
des halos).
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Cette synergie phages-antibiotiques pourrait éitsé¢ a des fins médicales thérapeutiques
ou prophylactiques (figure 45). La question essaoir si le phénoméne PAS est une simple
curiosité biologique, utile pour la phagothérapie, s’il correspond a une particularité,
jusque-la inconnue, des cycles de vie phagiquayairsla capacité des phages a s’adapter a
un environnement moins favorable pour la croissdramérienne. La présence naturelle de
faibles quantités d’'antibiotiques, sécrétés par dbhampignons et certaines bactéries
(actinomycétes par exemple) dans I'environnemenristitue une forte pression de sélection
pour I'émergence de stratégie de résistance. améhtation chez les bactéries en présence de
certains antibiotiques en est une. Cette strat€gwere avantageuse pour I'évolution. Les
phages profitent de la physiologie altérée desébiast « stressées », pour amplifier le nombre
de phages produits par cycle d’infection, par rappox situations plus saines. D’un point de
vue écologique, cette stratégie peut s’expliqusmus I'effet des antibiotiques, les bactéries
hotes de ces phages sont vouées a disparaitrearedeur nombre décroitre. La production
de phages supplémentaires permettrait alors augeghde perdurer jusqu’a la rencontre de
nouveaux hétes, dans des environnements plus shnessorte de « mutualisme » existerait
donc entre les organismes producteurs d’antibioticeteles phages capables de PAS, pour
concurrencer plus efficacement les bactéries sessiliTette synergie entre producteurs
d’'antibiotiques et phages pourrait jouer un rolasdééquilibre des populations microbiennes
dans les sols, les eaux ou a l'intérieur de I'Btrmain.

yo e

L’intérét d’'une telle association a également éndntréen vivo, chez des poulets. En effet,
'administration conjointe de phages dirigés conkscherichia coli et d’antibiotiques
('enrofloxacine) a montré une efficacité thérapgue supérieure a celle de chacun des
traitements pris individuellement (William E. Hudt al., 2004). Cette association a d’ailleurs
permis la survie de l'intégralité des poulets inds¢ ce qui n’a pas été le cas en les traitant

avec les phages ou les antibiotiques seuls.

Des études supplémentaires sont indispensablesppéciser I'impact du phénomene PAS
sur les écosystemes microbiens et déterminer leamsmes moléculaires impliqués. Ces
connaissances peuvent également étre précieuseslgpamnise en place de protocoles

thérapeutiques associant phages et antibiotiques.
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Figure 45 :_Le phénomene de « synergie phagesiatigilles » (PAS) dans I'environnement

(A) et en phagothérapie (B)
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Antibiotiques :
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Source : « La synergie phages-antibiotiques : yauepour la phagothérapie », André M. Comeau et
al., Medecine Sciences n°5, volume 24, mai 2008.

Certains champignons et bactéries produisent débi@igues contre d'autres bactéries, en
compétition pour les mémes ressources (1). Lesgshagfectent plus efficacement les bactéries
« stressées » par les antibiotiques (2) et se gespalonc plus rapidement. Ce scénario représeete u
sorte de mutualisme entre les phages et les pmuahgatl’antibiotiques, pour éliminer les compétiseur
bactériens (3).

Dans le cadre de la phagothérapie, des traitenmmeixt®s d'antibiotiques et de phages pourraient
permettre une élimination plus efficace des bae$épathogénes, en limitant I'agression de la flore
endogene commensale et saprophyte grace a la ggéledtivité phagique.

7. Formes pharmaceutiques

La galénique ne limite aucunement les possibildésla phagothérapie. Elle nécessite de
s’appuyer sur les connaissances et I'expériencghagothérapie pour développer les outils
thérapeutiques les mieux adaptés aux différenitermants envisagés. La phagothérapie peut

étre administrée par des voies diverses et sou®drss galéniques variées.

Les bactériophages ne sont pas des virus fragleesupportent le froid et peuvent étre
conservés a +4°C (réfrigérateur) plusieurs moistevplusieurs années. Ceci est un aspect

important si une production industrielle est engém Congelés, les phages pourraient se
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conserver encore davantage (presque indéfiniméat)forme liquide (suspension) est la
forme la plus fréquente. Les flacons ou ampoulest dmbituellement conservés au
réfrigérateur. Les suspensions permettent des \dadministrations variées : des formes
liquides destinées a étre appliquées sur la pezsipreparations buccales (pour une action
systémique par voie sublinguale, ou locale), degtge auriculaires, des gouttes nasales, des
collyres (stériles d’'un point de vue bactérien)s daspensions pour irrigation vaginale, des
préparations liquides administrées dans les pounsons forme d’aérosols a l'aide d'un
nébuliseur (pour une action locale notamment) stfdemes destinées a étre injectées (voie
intramusculaire, sous-cutanée, intraveineuse sukpension est tres fine voire méme les

voies intrapleurale, intrapéritonéale, intraractfie).

En guise d’exemple, on peut citer le Pyoph&8§eui est une spécialité fabriquée a I'Institut
de virologie de Thilissi. C’est une suspension dfoélange d’au moins trente phages de
spécificité étendue sur staphylocoque, streptocogyecyanique, colibacille €@roteus. Le
produit est conditionné en ampoule de 5 mL soutidme d'un liquide limpide. Le titre
annoncé pour chacune des spécialités phagiqueedsirdre de 18 La conservation est

d’au moins 1 an a +4°C.

Des formes semi-solides (cremes, pommades, gelentgrant des bactériophages peuvent

étre réalisées mais elles ne sont pas souvent fées\u

Des formes solides peuvent également étre conguesiee d’administration par différentes
voies (rectale, vaginale ou orale notamment). Aitai fabrication de suppositoires ou
d’'ovules vaginaux a déja été realisée. Les phaggsostent la dessiccation. Cette propriété,
couplée a leur résistance au froid, permet d’'egesda lyophilisation des phages en vue
d’'une administration orale ou (éventuellement) sglale. Si une administratiquer os est
envisagée, I'administration phagique devra étredmée de celle d’anti-acides pour préserver
les phages lors de leur passage dans I'estomaforiraulation de gélules gastro résistantes
contenant des phages peut également permettreted’é&laction destructrice des sucs

gastriques.

Enfin, des formes adhésives sont formulées en uredaction locale. Le principal exemple
est le PhagoBioDerf{ (figure 46), développé par une équipe de biolegisiéorgiens a
partir de 1995. C’est un matériel biologique congdain support biodégradable (polyester
amide) sur lequel a été déposé un mélange de lmpttages lytiques pour les cing bactéries
les plus souvent responsables de suppuratiBssiqomonas aeruginosa, Escherichia cali,
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Saphylococcus, Sreptococcus, Proteus), ainsi qu’un antibiotique (ciprofloxacine ou
lincomycine selon le cas), un anesthésique localz@&aine) et une substance protéolytique
(chymotrypsine ou trypsine). Le film protege lafaoe de la plaie des contaminations
externes tout en activant les macrophages et Enéggtion tissulaire, tandis que la trypsine
assurerait un « nettoyage » des tissus mortifiésstl indiqué dans les blessures cutanées

infectées, les escarres, les ulceres (dont ceuigtlierdiabétique) et les bralures.

Figure 46 : Photo du PhagoBioDeffh

Source www.polymerpharm.ge

Le PhagoBioDerm est un pansement médicamenteux am#mpde ciprofloxacine, de
pyobactériophages, de chymotrypsine, de benzoedidain polymére biodégradable. Ce pansement
est de petite taille (4 x 5 cm). Il a une hautavéét bactéricide, qui est, en plus, prolongée lpar
libération progressive des principes actifs et psa&a durée de conservation est de 2 ans.

De nombreuses voies d’administration ont été eeksdans I'histoire de la phagothérapie.
Bien que l'administration topique ne permette pagjdurs les plus importants taux de

guérison (étude menée par I'Institut de Thérapi@édementale Immunologique Ludwik
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Hirszfeld par exemple), de nombreux articles et gplti@érapeutes militent pour des
administrations locales, plutét qu’en intraveineaseenper os. Les raisons évoquées sont
multiples. Il s’agit notamment de la sécurité deplaagothérapie vis a vis des toxines
bactériennes, de ne pas diluer les préparationgiquies ce qui amenerait a des densités
insuffisantes pour la réalisation du traitement@nument dans les cas de traitements passifs)
et de limiter I'inactivation potentielle des phagesr le systeme immunitaire (Dublanchet,
2009).

8. Patients candidats a la phagothérapie

Tous les patients sont des candidats potentiglphdgothérapie. Aucune étude ne montre les
possibilités phagiques sur de jeunes enfants oudsesr sujets agés. Mais I'expérience

géorgienne est trés rassurante a ce sujet. En, eféetieunes enfants sont traités par
bactériophages, sans que lincidence deffets inaldles ne soit augmentée. Ceci peut
s’expliquer par le fait que les premiers contaeiscdes bactériophages interviennent trés tot
chez le nourrisson. En effet, les bactériophagaes setrouvés dans le colostrum. lIs

ensemencent donc le tube digestif du nourrissomt, ldqH est neutre.

De la méme maniére, aucune étude de phagothéragemenée sur des femmes enceintes
ou allaitantes. Un raisonnement similaire peut nmé&ans étre envisagé. Ces situations

physiologiques ne seraient donc pas des contredtidins a la phagothérapie.

9. Phagoprophylaxie

Les bactériophages suscitent un réel intérét danprévention de maladies infectieuses
bactériennes. Les domaines concernés sont nombrBaxs certains domaines, la
phagoprophylaxie n’en est qu'au stade de projetd@mption envisagée. Dans d’autres

domaines, les premiéres applications voient le. jour
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a. Utilisation en agro-alimentaire

Les antibiotiques sont a I'heure actuelle tresdargnt utilisés dans l'industrie agricole, tant
en prophylaxie que pour le traitement de maladigsctieuses. Cette surconsommation
contribue fortement a [I'apparition croissante desistdnces bactériennes face aux
antibiotiques. Il peut donc étre intéressant deriger I'emploi des bactériophages et limiter

par conséquent l'utilisation des antibiotiques KI2203).

L’administration de bactériophages pour traiterdasnaux de rente destinés a I'alimentation
humaine est de plus en plus envisagée. Les étumtesnp notamment sur les volailles, les
porcs et les ruminants. Elles démontrent une ditidnude la quantité de bactéries,

Salmonella enterica ou Campylobacter jejuni, présentes chez les volailles, suite a
'administration de cocktails phagiques (Fiorangéh al., 2005 ; Connerton et al., 2011).

D’autres études tendent a prouver que les bactérggzhseraient également indiqués pour
réduire la population bactérienneEdtherichia coli O157:H7 colonisant le tractus gastro-

intestinal des troupeaux de ruminants, réservdimcypal de cette bactérie (Goodridge et
Bisha, 2011).

Les bactériophages sont utilisés dans le traitemesinfections de certaines plantes, comme
les arbres fruitiers, mais aussi les plants de tesnet poivrons. L'Agriphad¥ contient plus

de 10° PFU de phage par litre et est préconisé pouretrdét « feu bactérien » (maladie
provoquée parErwinia amylovora affectant notamment les poiriers et pommiers). La
premiére commercialisation de ce produit date d@016t I'enregistrement auprés de I
'Environmental Protection Agency (EPA) a été obtemu2005. Ces toutes derniéres années,
les maladies infectieuses bactériennes en agrieultunt suscité un grand intérét pour
I'application de la thérapie phagique. Le dévelopeet rapide des besoins alimentaires et les
effets néfastes produits par l'utilisation de presiwhimiques a grande échelle n’'y sont pas

étrangers.

Enfin, les applications possibles des bactériophatgns le domaine de I'aquaculture font
I'objet d’'un nombre important de publications. Leectériophages sont parfaitement adaptés
a cet environnement, puisqu’ils se trouvent habéoeent dans les milieux aquatiques. Les

maladies sont causées par différents pathogdreesidomonas, Streptococcus...). Pour le
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contrble de ces pathogéenes, ce sont souvent lésosiques qui sont employeés (tétracyclines,
guinolones, sulfonamides...). Cependant, la diffugles antibiotiques par I'eau contribue a
la pollution de I'environnement. C’est pourquoigst envisagé de traiter par phages certains

élevages.

b. Décontamination alimentaire

De nombreuses précautions sont prises pour asksrdenrées alimentaires. Elles demeurent
néanmoins des milieux de culture pour les micr@apigmes, pathogenes ou non. Ainsi, les
bactéries seraient responsables de plus de 90%osemfections d'origine alimentaire.
Parmi ces toxi-infections alimentaires (TIA), 75%raent le fait de trois principales
bactéries Salmonella enterica, Clostridium perfringens et Staphylococcus aureus. D’autres
bactéries, telles gischerichia coli ou Listeria monocytogenes, sont également fréquemment
présentes sur les aliments et peuvent s'avérepath®genes.

Les études portant sur I'assainissement des deahi@asntaires démontrent que I'utilisation
des bactériophages permet de réduire quantitativeriee nombre de bactéries, tout en

préservant les qualités organoleptiques des alsr(étick et Berg, 2009 ; Soni et al., 2010).

Une application récente a vu le jour aux Etats misoncerne les aliments contaminés par
Listeria monocytogenes. Cette bactérie est a l'origine de la listériosmladie de répartition
mondiale, peu fréquente et sporadique (3,2 cassmslld’habitants en Europe en 2011 dont
environ 300 cas par an en France ; 2,5 cas/millddngbitants aux Etats-Unis en 2011). La
listériose n'en est pas moins une maladie gravéé{ahté peut atteindre 30%), a I'origine de
septicémies, de méningites et d’avortements chefelmmes enceintes. Parmi les malades,
80% correspondent a des YOPI (Young, old, pregnamhunodepressed). Le risque a été
considéré comme suffisamment sérieux pour que tasEnis reconnaissent nécessaire le
traitement des aliments frais (poissons, viandesjpts laitiers) avant empaquetage. Deux
produits, sensiblement équivalents, congcus par dinme hollandaise d'une part
(Listex P100™ par EBI Food Safety) et par une firme américaiaitie part (LMP-10Z™

par Intralytix) ont recu les approbations nécessaita FDA (Food and Drug Administration)
a reconnu en 2006 que la procédure GRAS (GendRaltpgnised As Safe) était respectée et
gue I'EPA avait approuvé ces produits. Ces deuxlyite sont des mélanges de six phages
naturels dirigés contréisteria. Il s’agit de la premiere application contre lsque de

contamination bactérienne de produits alimentaie=tinés a la consommation humaine. Plus
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récemment, EcoShiely et SalmoFres' (développés par Intralytix), préparations phagique
respectivement dirigées contischerichia coli O157:H7 etSalmonella enterica, ont regu

I'approbation de la FDA.

Des spécialités dirigées contre différentes baedépathogenes, comme certains serotypes
d’'Escherichia coli, de Salmonella, ou de Campylobacter jguni, sont actuellement en

préparation.

Les bactériophages ont également été étudiés pditer geu probléme du développement
d’Enterobacter sakazakii dans les poudres de lait infantile (Kim et al., 20Q.e phage T4-
like ESP 732-1, dirigé contienterobacter sakazakii, a un effet antibactérien dose-dépendant,
que ce soit & 24°C ou & 37°C. La préparation phagig plus concentrée (L@FU/mL) a

d’ailleurs permis de totalement éradiquer le gepatdogene des préparations infantiles.

Les phages sont donc envisagés et deja partielteemeployés pour prévenir les infections

bactériennes, en étant directement au contactlidesns.

c. Désinfection des surfaces inertes

Dans le méme esprit que pour I'assainissement degids, I'usage des bactériophages est
envisagé pour éliminer les germes pathogenes a@rn@nement. En effet, les phages se sont
avéres efficaces en application sur des surfacegesmpour les débarrasser des bactéries ou
des biofilms. En particulier, 'usage des phagesisendiqué pour traiter régulierement
l'intérieur des réseaux hydrauliqgues, comme pamgte les tuyaux de circulation d’eau de
boisson des volailles, qui regorgent généralemenbatzéries et de biofilms (surtout des
bactéries générant des infections entériques co@amapylobacter spp.) (Inal, 2003). De
plus, des études ont démontré l'efficacité desévegihages (CP8 et CP30), appliqués sur les
surfaces, contr&Campylobacter jgjuni et contre les biofilms associés (Scott et al., 7200
Siringan et al., 2011).
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d. Prévention des infections dans le domaine médical
Dans le domaine médical, les bactériophages peumtraivoir diverses applications.

Il est envisageable et envisagé d'utiliser les édmphages chez le personnel de santé et les
patients (patients opérés, porteurs sains...). Rampbe, I'élimination du staphylocoque doré
dans le nez des personnels et patients des serdieeshirurgie est a l'étude. Les
bactériophages ne distinguent pas les staphylosadrés résistants a la méticilline (SARM)
des staphylocoques dorés sensibles a cet antilgo(l§ASM). lIs permettent d’éliminer les
staphylocogues pathogénes, sans distinction de ibdi#éds Par conséquent, la
phagoprophylaxie peut permettre de prévenir unédiepaes infections post chirurgicales
(notamment dans le cadre de chirurgies ostéo-aires) dont la principale complication

infectieuse est due a cette bactérie.

L’élimination du portage intestinal déostridium difficile, afin d’éviter la contamination des
autres patients du service (notamment dans le cderéongs séjours hospitaliers) peut

€galement s’aveérer intéressante.

L’action des bactériophages pourrait également §igr a I'aseptisation du matériel
médical (sondes, sutures, cathéters) et des ssréacenilieux hospitalier (blocs opératoires,
services d’hospitalisation) comme le démontre lipgude Carson dans une étude sur

I'élimination des biofilms présents sur le materneddical (Carson et al., 2010).

e. Avantages et limites dans le domaine médical
e.l1 Avantages
L’administration de phages prophylactiques dardol@aine médical offre certains avantages.

En prophylaxie, les densités bactériennes sont estuwmoindres. Les produits de la
dégradation bactérienne par les phages seront,cgaséquent, quantitativement moins

importants. La sécurité phagique est donc renforcée

De plus, l'association des bactériophages a cartaitibiotiques pourrait permettre de réduire

les doses d’antibiotiques administrées et ainsiiréawertains effets indésirables.

Enfin, les phages n’interferent pas avec la cisatibon (Chan et Abedon, 2012). Ceci est un

élément important a prendre en compte dans le ckdecertaines chirurgies.
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ez Limites

Dans la mesure ou les bactéries sont présentes faildes densités, un traitement actif
pourrait ne pas étre possible. En effet, le seeilddnsités bactériennes nécessaires a une
autoréplication phagique peut ne pas étre attéint.traitement passif devrait donc étre

envisageé.

De plus, les traitements prophylactiques sont suiugles traitements empiriques, puisque le
pathogéne auquel I'individu pourrait étre exposgsty’'dans la majorité des cas, pas connu par
avance. L'utilisation de cocktails phagiques, petarg d’élargir le spectre d’activité, pourrait

donc étre préférée en prophylaxie.

10. Administration de cocktails phagiques

Un cocktail est une préparation contenant un mélabga établi et caractérisé de
bactériophages.

Des préparations thérapeutiques ont été commes@alien France et étaient décrites dans le
dictionnaire Vidal (Dublanchet, 2009). Il y avait cocktails différents distribués par le
laboratoire Robert et Carriére : Bacté-Coli-PhaBagcté-Intesti-Phage, Bacté-Dysentérie-
Phage, Bacté-Pyo-Phage et Bacté-Rhino-Phage. @parptions avaient des indications qui

différaient selon le germe et l'infection en causkes ont été disponibles jusqu’en 1978.

a. Avantages potentiels

La sélectivité phagique est tres étroite : les phageuvent étre dirigés contre une, ou
éventuellement quelques espéces bactériennes, soaigent seulement contre certaines
souches bactériennes d’'une espéce donnée (Hymdoeaon, 2010). Cette sélectivité impose
une thérapie « ciblée » : l'utilisation d’'un phagarticulier est limitée a un petit nombre

d'especes ou de souches bactériennes. Afin daugmele spectre d’activité des

bactériophages, il est possible de mélanger degeghdirigés contre différentes souches
bactériennes d’'une méme espéce ou contre différezgpéces bactériennes pouvant étre

responsables d’'une pathologie.
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Au regard de la thérapie phagique, il est importensavoir que les phages peuvent avoir des
propriétés pharmocodynamiques et pharmacocinétidifigsentes. Ces différences peuvent
impacter le traitement phagique et notamment la agtpales phages a éliminer une
population bactérienne donnée. En particulier, d yrois principales variables : la capacité
d’'un phage thérapeutique a atteindre la bactébie,cia capacité a détruire ces bactéries une
fois qu’elles sont atteintes, et la capacité desgph a se répliquer suffisammeémsitu pour
atteindre des densités phagiques permettant uestivérapeutique. Chacune de ces variables
tend a varier en fonction du génotype phagiquegé&hotype de(s) bactérie(s) cible(s) ainsi
gue des conditions physiologiques et environnentes)tan particulier les facteurs chimiques,
immunologiques et anatomiques du patient qui peuverdifier les déplacements phagiques,
I'adsorption et l'infection du bactériophage. Stitjuement, plus on administre de phages,
plus on a de chance qu’au moins un phage puissmd la souche bactérienne cible, se
répliquer au cours de l'infection bactérienne etwdtre la lyse de la bactérie. De plus, si les
phages constituant le mélange ont des modes diofedifférents (via différents récepteurs),
alors la probabilité d’un échec thérapeutique dueé&mauvaise reconnaissance entre phages

et bactéries ou due aux conditions physiologiquegathologiques, est réduite.

Les contraintes temporelles, comme lors d’'une tidacaigué mettant en jeu le pronostic
vital du patient, sont difficiles a appréhender tearapie phagique. En effet, I'espece, la
souche, le génotype bactérien ou méme le niveasedsibilité de la bactérie a un phage
spécifigue ne sont pas toujours connus et compiiqlee mise en place du traitement
phagique. Le traitement par un phage monovalegueisalors d’étre inefficace, puisque
potentiellement non adapté au pathogéne en causgue les cocktails permettent de cibler
davantage d’especes bactériennes et d'obtenir deyarde succes thérapeutique, dans un
plus grand type de situations, ils semblent plusp@daaux traitements présomptifs. lIs

permettent en outre d’éviter un délai d’administratrop important.

L’association de différents phages au sein d'urki@icpeut diminuer le risque d’évolution
vers la résistance. En effet, plus le nombre deatimis indépendantes nécessaires a la
résistance d’'une bactérie est important, plus labailité que cette bactérie devienne
résistante est faible. Méme si un faible nombréaltetéries cibles deviennent résistantes a un

des phages du cocktail, il est peu probable, enrdetfone résistance croisée, que des
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mutations ultérieures permettent une résistancdadeactérie contre tous les phages du
cocktail. En effet, un phage de la formulationnaoins, devrait étre actif contre le pathogene
muté, bloquant dans le méme temps la propagatibévetution de la résistance en détruisant
cette bactérie. Pour cela, la formulation doit eairtplusieurs phages lytiques dirigés contre

une méme souche bactérienne.

La formulation de cocktails facilite également kvdloppement et la commercialisation des
traitements phagiques. Cette approche permettratilisér plus longtemps la préparation
réalisée, ce qui est un argument important pourindsstriels (en termes de retour sur
investissement et de problématiqgue quant aux satishs nécessaires a une mise sur le
marché). De plus elle rendrait plus facile I'utiion de la spécialité dans différentes régions,
si différentes souches d’'une méme bactérie cirtuéertravers le monde. Le colt du
développement des cocktails est probablement physortant que celui des préparations
monophagiques. Néanmoins, il ne devrait pas étrfeeimimportant au regard des avantages
qgue la formulation de cocktails peut fournir, dantt que les productions phagiques restent

tres économiques.

Enfin, le mélange de phages en cocktails ne depasitmodifier la sécurité phagique, dans la
mesure ou les phages qui les composent n’entrafi@sndle nombreux effets indésirables. La
sécurité phagique, lors de lI'administration en eisdimn, a d’ailleurs été démontré (Abedon
et Thomas-Abedon, 2010 ; Abedon et al., 2011). De,pl n'y a pas de preuves montrant un
impact supérieur des cocktails phagiques, par ra@por phages administrés seuls, sur les
effets pharmacologiques d’autres principes actidmiaistrés simultanément ou sur les

problemes de tolérance liés a la réponse immueitkes patients.

b. Limites des cocktails

Deux limites principales peuvent réduire I'effidgcides cocktails phagiques contre une

population bactérienne donnée.

Tout d’abord, il est possible que les coinfectidhsie méme bactérie par des bactériophages
différents impactent négativement la productivitéagique (la réplication). En effet, les

phages peuvent ne pas étre compatibles durant teopleghe d’infection bactérienne, ce qui
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réduirait 'importance de la réplication d’'un owsgieurs bactériophages (Abedon, 1994). Ce
probléeme est minoré si un traitement passif estsage, puisque dans ce cas, la préparation
phagique doit simplement étre bactéricide. De pbliss le nombre de phages présents dans

un cocktail est élevé, plus le risque d'incompétientre les phages est important.

En incluant davantage de phages dans une prépgraticaugmente les besoins en bactéries
pour une réplication phagigue situ et on réduit la densité de chaque espece phagigsei

du cocktail. Au début du traitement phagique, ks0s entre les densités phagiques et les
densités de bactéries cibles sont relativementlgassque de coinfections est donc moindre.
De plus, lorsque toutes les bactéries sont infectéaite au développemeint situ des
populations phagiques, le phénomene de coinfecti@npose plus probleme (si toutes les
infections demeurent bactéricides). Les problemegadiefections phagiques interviennent

donc a la transition entre ces deux états.

Les phages d’un cocktail ont des propriétés phanohatamiques différentes et en particulier,
des capacités de réplication différentes. Doncs Idun traitement actif, la croissance
phagiquen situ peut étre réduite a certains phages, par séletstumelle.

Le phénoméne de coinfections phagiques peut étdgmatique lors du traitement actif des
biofilms bactériens. En regle générale, les phagaeetrent activement dans les biofilms
bactériens, avant de se multiplier a lintériewg, qui permet la libération de phages plus
profondément dans le biofilm (Abedon et Thomas-Alre®010). Des titres élevés de phages
dans les cocktails favorisent les coinfectionsezivent géner la bonne réplication phagigque
situ. Dans ce cas, les cocktails peuvent s’avérer neffitaces que les traitements phagiques
par des cocktails a densités moindres ou quedésrnrents monophagiques. Deux stratégies
permettent de limiter ce phénomeéne : la réductionadéiversité du cocktail phagique (en
particulier, le retrait des phages incompatiblesesypdes observations au laboratoire), ou
'administration de doses répétées qui permet depa la moindre production phagique

situ.

La mise en place de courbes doses-effets, lorsegalappement des protocoles phagiques,
peut permettre de mieux appréhender la multipbcatphagique, le phénomeéne de
coinfection, et la pénétration phagique dans ledilivis bactériens en fonction du titre en

phages de la préparation (Chan et Abedon, 2012).
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La seconde limite potentielle est la capacité dektails phagiques a empécher I'évolution de
la résistance bactérienne aux phages. Dans unadipdkh’est pas certain que le phage, ayant
I'arsenal nécessaire pour détruire la bactérie ntateésistante, soit a des densités suffisantes
pour permettre une rencontre avec la populatioiébaone mutée. D’autant plus que les
mutants bactériens résistants peuvent étre préserds faibles densités au sein de la
population bactérienne. Si un traitement actifesstisagé pour éliminer la bactérie mutante,
les densités respectives en phages et bactériegmedive inadéquates. Néanmoins, si les
bactéries mutantes se multiplient et atteignent dbgssités suffisantes, alors un traitement

actif peut étre envisagé (avec des titres approgmnephages).

De plus, le probleme de la résistance bactériennegiee surmonté par 'administration de
doses phagiques importantes et répétées, dandrieaian traitement passif (Cairns et Payne,
2008). En effet, il n'y a pas d’auto-amplificatiphagiquen situ lors d’'un traitement passif.
Les administrations phagiques répétées permeteenmaintenir les densités phagiques a des

seuils suffisants pour permettre la lyse des biastéésistantes.

Enfin, les cocktails sont des préparations « stasda et ne sont pas forcément les plus
appropriées lors d’'infections graves. La sensibilies bactéries aux phages du cocktail doit
toujours faire I'objet de vérifications, si possbau préalable. Il est également possible
d’envisager les cocktails comme des solutions damjare intention, en attendant que la
préparation spécifique contenant le (ou les) ptggeirulent(s), dirigé(s) contre le pathogéne

soi(en)t disponible.

187



V. Limites potentielles de la phagothérapie

1. Cadre reglementaire

Bien que la phagothérapie soit une thérapeutiquaumdepuis plus de quatre-vingt-dix ans,
elle doit étre réévaluée et codifiée a la lumiérs donnaissances scientifiques modernes. Elle
entre de ce fait dans le domaine de l'expérimasriathumaine. Or a ce sujet, une
reglementation trés précise garantit les droitdesbirs des soignants et des malades. De ce

point de vue, la phagothérapie est dans une situptrticuliere en France et dans le monde.

En résumé, quelle peut étre la place de la phaggiteédans les pharmacopées francaises,
européennes et mondiales ? Les bactériophages melsveépondre a la définition d’'un

médicament ?

a. Le bactériophage en tant que médicament

Selon le code de la santé publique (article L511 & vigueur en France, on entend par
« médicament » « toute substance ou compositiseptée comme possédant des propriétés
curatives ou préventives a I'égard des maladiesamnas ou animales, ainsi que toute
substance ou composition pouvant étre administigoanme ou a I'animal en vue d’établir
un diagnostic meédical ou de restaurer, corrigemmdifier leurs fonctions organiques en
exercant une action pharmacologique, immunologiquemétabolique ». Il s’agit d’'une
transposition de la définition européenne du méda# contenue dans la directive
65/65/CEE du 26 janvier 1965. La transposition edexte en droit national a été effectuée
par 'ordonnance du 23 septembre 1967, puis a etifide en décembre 1971, puis en juillet
1975, avant d’étre insérée dans l'article L.511Chde de la santé publique. A la lumiere de
cette définition, les bactériophages seraient deéslicaments puisqu’ils permettent de
restaurer une voire des fonctions organiques. lestipn a d’ailleurs été posée a I'’Agence
Nationale de Sécurité du Médicament et des Prodigtda Santé (ANSM, anciennement
Afssaps) en décembre 2007. La réponse obtenue eh 2808 stipule qu’ «un avis
réglementaire a été demandé en 2004 a I'AgencepBarme du Médicament (EMEA) sur

deux produits a base de bactériophages. Sur ladessmformations fournies pour ces deux
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produits, il avait été conclu que ces produits @oent répondre a la définition du

médicament ».

b. Le statut de la phagothérapie

Les reglementations ayant évolué depuis I'abandotaghagothérapie en France, dans les

anneées soixante-dix, il n’est pas simple de trouwecadre légal a cette thérapie.

b.1  Absence d’Autorisation de Mise sur le Marché (AMM)

En France, la phagothérapie n’est actuellementiturisée, ni interdite. Les bactériophages,
autrefois inscrits au Vidal (jusqu’en 1978), ne é&fé@ient plus de leur ancienne AMM. En
effet, conformément aux articles R. 5121-36-1 e6R1-102 du Code de la Santé Publique,
issus respectivement des décrets n° 2008-435 @008-436 du 6 mai 2008, une AMM
devient caduque au bout de 3 ans d’arrét de conmatieation. Suite au retrait du marché, une
nouvelle AMM est désormais nécessaire et doit rdporaux criteres actuels de sécurité
sanitaire (ANSM, 2013 ; Article R51211-102, Arti¢ks121-36-1, 2008).

De plus, les procédures dAMM sont concues pouradrer la mise sur le marché de
compositions medicamenteuses fixes. La mise arguliere de la composition en phages
d’'une préparation, souhaitable d’'un point de viéapeutique, n’est pas possible a la vue de
la reglementation. En d’autres termes, la régleatamt en place pour encadrer la mise sur le
marché d’'un nouveau médicament est inadaptée adgopierapie (Dublanchet et Patey,

2011) et a sa nécessité d’adapter le traitemefdrerion du patient traite.

b.2  Procédures possibles sans AMM

Différentes procédures seraient envisageables pwmitre en place la phagothérapie sans
AMM. Cependant, elles affichent toutes un certaamhbre de limites. Il pourrait s’agir de :

* Référencer les maladies en « maladies orphelinegaitement ». Cette option est
difficile a envisager compte tenu du fait que latst de maladies orphelines
s’appliqgue aux maladies comptant moins de 2000 deslaElle n'est donc pas

applicable aux infections nosocomiales.
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Considérer les préparations de phages comme deparptions magistrales ». Une
préparation magistrale est, selon le Code de l#¢éSRublique : « tout médicament
préparé extemporanément en pharmacie selon uneripteEs destinée a un malade
déterminé » (Article L.5121-1). Cependant, de telfgéparations ne peuvent étre

réalisées qu’a partir de produits références.

Considérer les bactériophages comme des probistidLes probiotiques sont des
« micro-organismes vivants qui, lorsqu’ils ingéedsquantité suffisante, exercent des
effets positifs sur la santé, au-dela des effetstimnnels traditionnels » (Organisation
Mondiale de la Santé, 2001). Les micro-organisnmeguestion, des bactéries ou des
levures, ont différentes actions possibles (seborrdmposition et la formulation) :
ameliorer le transit intestinal, diminuer la fréque et la durée des diarrhées et
renforcer le systeme immunitaire. Les bactériophagerépondent pas a la définition
des probiotiques, puisque ce ne sont pas des migesismes vivants. Leur

utilisation en tant que probiotiques n’est donc peassible.

Appliquer le paragraphe 35 du chapitre C de la &étion d’Helsinki, indiquant que
« dans le cadre du traitement d’'un patient, fauiatefventions avérées ou faute
d’efficacité de ces interventions, le médecin, a@aeoir sollicité les conseils d’experts
et avec le consentement éclairé du patient ou eegpésentant I1égal, peut recourir &
une intervention non avérée si, selon son appreci@rofessionnelle, elle offre une
chance de sauver la vie, rétablir la santé ou etlégs souffrances du patient. Dans
toute la mesure du possible, cette interventiomad&ire I'objet d’'une recherche pour
en évaluer la sécurité et l'efficacité. Dans toes tas, les nouvelles informations
devraient étre enregistrées et, le cas échéantuesngdubliques ». C’est sur ce
paragraphe que s’appuie l'Institut Ludwik Hirszfedd Pologne. Son autorisation a
pratiquer la phagothérapie a également nécesanélldu Comité d’éthique de son
académie, obtenu en juin 2005. Dans ce cas, laof&@gpie ne peut étre qu’un
recours de derniere intention, utilisé une fois quetes les autres options

thérapeutiques ont été épuisees.
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* Appliquer l'article 83 du reglement 726/2004 dulBarent Européen, par lequel il est
possible d’employer, dans une démarche dapplicatmmmpassionnelle, un
médicament en cours d’essais clinigues ou un meéding n’ayant pas dAMM et
dont une demande d’AMM a été déposée. Une apmitatompassionnelle
correspond a la mise a disposition de ce type déaa@ent « a un groupe de patients
souffrant d’'une maladie invalidante, chronique oavg, ou d’'une maladie considérée
comme mettant la vie en danger, ces patients neapoyas étre traités de maniére
satisfaisante par un médicament autorisé » (Ar88e2004). Cet article a permis la
mise en place de la phagothérapie afin de traitepdgents en échec thérapeutique au
Centre des Brdlés de I'H6pital Militaire de Bruxadl Cette application thérapeutique
compassionnelle avait au préalable recu I'approbatiun Comité d’éthique local.
Des essais clinigues de phagothérapie ont pu ameé$ en Angleterre et en
Allemagne, dans ce méme cadre d'utilisation compasslle. Cependant, ce
reglement ne permet que des essais ponctuels pmairapplications forcément
limitées, comme cela est explicité dans le docunegpticatif associé au reglement
(EMA, 2007).

Parmi toutes ces options, certaines rendent pessii@ application thérapeutique de

la phagothérapie. Néanmoins, aucune d’elles n&edlement satisfaisante.

b.3  Evolution réeglementaire possible

Une adaptation des reglements nationaux et eurepésnindispensable pour une mise en
place cohérente de la phagothérapie. Ainsi, leggh@ourraient faire partie d’une section

spécifiqgue des médicaments de thérapie innovante.

Les institutions européennes se sont engagéesvie das progres scientifiques et a revoir
constamment la législation communautaire a la leenies nouveaux développements afin de
mettre a disposition des patients les traitemeotateurs. Pour cela, elles ont convenu d’un
reglement sur les thérapies innovantes (reglemdnt1@94/2007). Entré en vigueur en
décembre 2008, ce reglement a modifié I'environmémeglementaire applicable aux
approches thérapeutiques qui font appel aux géisssis ou cellules. Ainsi, il confirme le
statut de médicament, spécialité pharmaceutiquepeaduits de thérapie génique, cellulaire,

de l'ingénierie tissulaire et aux produits combirdigpositifs médicaux et cellules ou tissus. |l
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a pour objectif de faciliter et stimuler la rechecsur ces nouvelles approches dans un cadre
harmonisé au niveau européen, d'assurer un accémamché de I'ensemble des Etats
membres de I'Union Européenne via une procéduratafsation de mise sur le marché
centralisée (I'AMM octroyee par la Commission Eump® s'impose dans tous les pays de
I'Union Européenne), de développer la qualité selzurité de ces nouveaux produits (a partir
de référentiels adaptés et en imposant une oldiga suivi de la sécurité et de I'efficacité),
d’améliorer I'évaluation de ces produits innovaatec la mise en place d’'un comité des
thérapies innovantes a I'EMA (le Committee for Auved Therapies : CAT) et de stimuler la
recherche et le développement de ces produitsapaiide en place de mesures incitatives. |l
convient de garder a l'esprit qu'une part impoegatds opérateurs économiques intervenant
dans ce domaine n'est pas les grandes entreprismsn@ceutiques, mais les petites et

moyennes entreprises ou les hopitaux.

La mise en place d’'une section spécifique a la ptggapie au sein des thérapies innovantes
permettrait un développement pertinent et harmodes€ette thérapie au niveau européen.
Elle faciliterait, de plus, la personnalisation egxaire en thérapie phagique, c'est a dire
'administration de phages et I'organisation d’'ysteéme de production adaptées a l'infection

d’un patient donné.

b.4  Reglementation en agro-alimentaire

L'utilisation des bactériophages dans l'industrgraaalimentaire ne manque pas d'intéréts.
Cependant, la reglementation sur l'assainissemast denrées, régie par la directive
européenne 89/107/CEE (« Additifs alimentaires @tddions d’emploi ») ne permet que

'emploi de produits chimiques, d’autres substarmegprocédures de traitements approuveés
par I'Union Européenne. Les bactériophages, engaatdécontaminant a visée alimentaire,

ne sont, pour I'heure, pas autorisés.
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2. Limites industrielles et publiques

a. Limites industrielles

Des contraintes pour breveter les bactériophagesseex et limitent les investissements des
laboratoires pharmaceutiques. Le nombre d’essaigjees mis en place par ces laboratoires

est donc limité.

D’une part, la phagothérapie n’est pas une thérapievante. En effet, les phages et leur
utilisation thérapeutique ont été décrits depuisglemps. Or, un brevet a pour objectif
d’encadrer et protéger la mise sur le marché d'éfémnovateurs. Pour valider ce critére, il

faudrait donc proposer une nouvelle niche particalde phages, jamais décrite auparavant.

D’autre part, si un phage jamais décrit par le @as®it proposé, il serait nécessaire de
séquencer son génome en totalité et de breveter sjuence précise. Or, il existe dans la
nature de nombreux autres phages, proches géméggtieet physiologiquement, qui ne
seraient pas protégés par le brevet déposé. Lindupharmaceutique pourrait donc
contourner les problemes de brevet en utilisantpihegyes proches mais non similaires. De
plus, la mise a jour réguliére des phages, négesgaur suivre I'évolution bactérienne, est
incompatible avec le dépbt d’'une séquence génonpogeise et fixe auprés de l'office des

brevets.

Le manque d’investissement de la part de I'indagbharmaceutique provient également du
fait qu’en phagothérapie, une dose de phage ennistration unique ou avec une faible

fréquence d’administration peut étre suffisanta eéhlisation du traitement. La production ne
rapporterait donc pas autant que les bénéficesegahctuellement grace aux antibiotiques.
Les perspectives limitées de profits n’incitent dgas I'industrie pharmaceutique a mettre en

place des essais cliniques, pourtant indispensalliésaluation de la phagothérapie.

b. Peu de démarches publiques

Malgré la prise de conscience indéniable des posiymiblics sur la montée en puissance et
les risques que représentent la résistance bautéraux antibiotiques, peu de démarches sont
entreprises pour mettre au point des outils thénapees alternatifs. L'intérét suscité par les

bactériophages reste limité et restreint. Ainsii Bs 15 dernieres années, seules deux

guestions, émanant de la Sénatrice Maryvonne Bigratit porté sur la réhabilitation de la
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phagothérapie dans le systeme de santé francaisrépanse gouvernementale, par
lintermédiaire de Michéle Delaunay (alors minisuéléguée auprés de la ministre des
affaires sociales et de la santé, chargée des pasdgées et de I'autonomie) stipule que « la
dimension de cette problématique impose d’integpdits partenaires européens que sont
'Agence Européenne du Médicament et la Commis®aropéenne, car la position de

I’ASNM ne peut se limiter a une approche uniquenmextionale » (Sénat, 2013).

En septembre 2013, la député européenne MichelasRé affirmé lors du congres « Le
renouveau de la phagothérapie, Pourquoi ? Commeigju® « les politiques n’étaient pas au
courant de [l'existence de cette thérapie et du tdelmauel qu’elle suscite ». Cette
méconnaissance est probablement liée a la failplestion médiatique des phages. Toutefois,

cette situation est en train d’évoluer.

c. Evolution récente

Le Centre d’Analyse Stratégique (CAS) du gouverrmgnfi@ncais, institution d’expertise et
d’aide a la décision qui dépend des services dmiereministre, annonce, dans une note de
novembre 2012 que « parmi les pistes de rechereheothplément ou d’alternative aux
antibiotiques, I'une d’entre elles (la phagothéeqpiécessite d'étre évaluée rapidement [...]
la phagothérapie, le traitement des infections dreines avec les bactériophages permet,
dans un certain nombre de cas, de traiter lestiofeca bactéries les plus résistantes ». Il
attire également I'attention sur « les procédurdsviM actuelles qui ne sont adaptées ni au
développement industriel de cocktails de phagegapés a I'avance, ni a une approche sur-
mesure a petite échelle, qui consiste a isolerré@bguer (en quelques semaines) un phage
spécifigue de la bactérie du patient. Les procé&dwd®&®MM sont congcues pour des
médicaments inertes et fixes ne permettant pasda &jour réguliere de cocktails de phages
que I'on doit adapter en fonction des bactérie&imsi, il envisage I'adaptation du Code de la
Santé Publique, a l'instar de la réglementationlssrvaccins, permettant de réadapter les
cocktails (apres obtention préalable d'une AMM paeas cocktails) selon les bactéries
ciblées, sans qu'une nouvelle procédure dAMM né sgigée. Enfin, I'analyse du CAS
préconise la mise en place et le financement dgr@names de recherches sur I'innocuité,
I'efficacité et les champs d’application potentiele la phagothérapie, ainsi que sur la
faisabilité d’'une production de cocktails répondanix exigences sanitaires actuelles. Sa

démarche est donc globale : médicale, reglementpigditative et industrielle.
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Dans le monde, quelques dizaines de firmes a cepaves exploitent les bactériophages en
tant qu'agents antibactériens. La plupart de cesel envisagent de développer des
traitements contre des infections touchant lestptanu les animaux. D’autres développent
des produits prophylactiques. Il y a, au final,strpeu de firmes qui s’intéressent
exclusivement a I'usage thérapeutique des bactéggs dans les maladies humaines. Mais,
ces derniéeres années, la perspective d'utilisebéetériophages a la place, en relai ou en
complément des antibiotiques suscite de nouveaéxéiist En effet, les dépbts de brevets a
visée thérapeutique sont de plus en plus nombi2wers projets voient le jour et c’est ainsi
gue des essais cliniques inédits devraient délauesein de sept hopitaux de France, de
Belgique et de Suisse a I'automne prochain (20ld)projet européen, nommé Phagoburn,
rassemble des partenaires privés et publics eiqogldes hdpitaux civils et militaires. Il va
inclure environ 200 patients, issus d’unités dendsabrilés. La start-up francaise Pherecydes
Pharma mettra au point les cocktails de bactérigghaQuant a la production, elle sera
assurée par Clean Cells, établissement pharmaceutigsé a Nantes. Deux produits
thérapeutiques dirigés contre deux espéces bautése (colibacille et pyocyanique)
vont étre testés sur des brdlures infectées. Lavibjest, dans un premier temps, de montrer
une efficacité de la phagothérapie comparable l& del traitement de référence. Il s’agira
ensuite d’étudier la vitesse d’éradication desdrées pathogéenes. Il est a noter que les tests
précliniques de phages sur des modéles animaux,snpeméPherecydes Pharma, ont attesté
d’'une « tres bonne efficacité des produits» (JérGaleard, le PDG de Pherecydes Pharma).

Enfin, les réunions, journées et colloques conadries bactériophages et leurs utilisations
thérapeutiques sont de plus en plus nombreusedéusée européenne Michéle Rivasi a, par
exemple, organisé une reunion sur la phagothér@iesa réglementation) au Parlement
européen en septembre 2013. Cette réunion a entnaindemande de proposition écrite sur
les criteres de qualité des préparations phagiguiges par 'lEMA. La députée a également
inscrit le sujet des phages dans le projet piloteladeommission « Horizons 2020 »

(programme européen pour la recherche et I'innoaatet prévoit, en 2014, de présenter un

rapport d’initiative spécifique sur la phagothéeapi
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3. Résistance bactérienne

a. Mécanismes mis en jeu
a.1 Inhibition de l'adsorption phagique

Pour infecter une bactérie cible, les bactériophatpévent pouvoir s'attacher a des structures
externes (récepteurs). Selon les phages, l'attaehenpeut se faire au niveau de
lipopolysaccharides bactériens, des acides téickejgies protéines de la paroi, de flagelles

ou de pili.

L’identification du récepteur bactérien ciblé estportante car les mutations bactériennes,
entrainant une modification du récepteur, sontamese fréquente de résistance aux phages.
En effet, le phage ne reconnait plus la bactérnigalement ciblée, il ne peut alors plus

pénétrer dans la cellule bactérienne (Skurnik ietush, 2006).

Le développement de résistance bactérienne auxephaeut avoir des aspects bénéfiques.
Certaines mutations au niveau des lipopolysacchareteendrent une diminution de la
virulence du mutant bactérien. De méme, des muisteu niveau des flagelles peuvent
atténuer la mobilité et la virulence des bactémegées. Enfin, des mutations au niveau des

pili peuvent réduire la survie et la pathogénidiés mutants.

a.2  Facteurs intracellulaires et infections abortives

Certains facteurs cytosoliques sont indispensalle$infection phagique (réplication,
assemblage ou libération). Des mutations modifizeg facteurs peuvent conduire a une
résistance bactérienne. Par exemple, le phé&$b4 dirigé contrePseudomonas syringae
nécessite la glutarédoxine-3 de la bactérie hote wanscrire un segment de son ARN. Une
délétion au niveau du géne codant pour la glutaiéde3 entraine la résistance de la bactérie

mutante.

Les bactéries sont capables d’échapper a une ioviepar les bactériophages par un autre
mécanisme nommé « systéme d’avortement de limfecti (ou Abi, abortive infection

system). Ce systeme provoque l'autodestructioni@ice ») de la bactérie infectée avant que
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la synthése de nouveaux virions ne soit réaliséesySteme met en jeu une toxine protéique
et un brin d’ARN antitoxine spécifique. Cet élémest appelé ToxIN et correspond a un
systeme toxine-antitoxine (TA) (Fineran et al., 200 ors de l'infection d'une bactérie par

un phage, la composante antitoxine peut étre dégyradéqui permet a la toxine protéique de

détruire la membrane bactérienne.

Les systemes toxine-antitoxine sont retrouvés danslupart des génomes bactériens. lls
peuvent étre localisés au niveau du chromosomel aivaau de plasmides. La dissémination
par transfert horizontal est donc possible. Ssletémes TA peuvent permettre la résistance
bactérienne contre les phages, leur impact réelasphagothérapie n’est pas bien connu. Il
parait toutefois indispensable de les prendre esidération. Il faut également noter que des
bactériophages mutants, permettant d’éviter lesésas TA, ont pu étre isolés. Ceci

démontre que les résistances bactériennes peuversuémontées par des bactériophages.

a.3  Déstabilisation du génome phagique

L’acronyme CRISPR (Clustered Regularly InterspaSbkart Palindromic Repeats) désigne
une série de courtes séquences génétiques répatdeggénome des bactéries, régulierement
entrecoupée par des séquences variables appedpasers ». Les loci de ces séquences sont
généralement situés a proximité de genes Cas (GR#SBociated). Le systeme CRISPR/Cas
a un mode d’action qui n’est pas encore parfaitéréricidé, mais il est supposé fonctionner
ainsi. Les genes Cas codent pour des protéined €aséquences CRISPR sont transcrites en
ARN, qui sont découpés par les protéines Cas aeanides séquences palindromiques en
segment d’ARN de plus petites tailles. Chaque segrd&®RN comporte alors un spacer.
Lorsqu’'un phage infecte la bactérie et que son mg&ncomporte une séquence (appelée
proto-spacer) parfaitement identique a un spatey, a hybridation entre le spacer d'un
fragment d'ARN CRISPR et le proto-spacer du génphegique. La conséquence de cette
hybridation est l'arrét de la traduction des ARNmnaux : l'infection phagique est alors

bloquée.

Récemment, pres de 40% des bactéries séquencémmntpré le systeme de résistance
CRISPR/Cas. De plus, il a été démontré que la rarsecontact de bactéries avec des

bactériophages (qui n’avaient pas préalablemeatiéfles bactéries) entraine I'apparition de
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nouveaux spacers dans les loci des CRISPR desribactgii n'ont pas été lysées par des
phages. Les spacers correspondraient, a la baseABN extrachromosomique qui dériverait
du génome de phages rencontrés précédemment pactiérie. L'apparition de spacers est
donc un mécanisme adaptatif d'immunisation (une iattqan de résistance) des bactéries vis-

a-vis d'une infection par des phages.

Le mécanisme d’acquisition de nouveaux spacers aentg/pothétique (Labrie et al., 2010).
Lors d’'une infection phagique, les bactéries phagpistantes (par un autre mécanisme que
celui des CRISPR) ne sont pas éliminées. Ces extgrésentant des CRISPR pourraient
acquérir, a partir du génome du phage, un nouvpauaes correspondant au proto-spacer
phagique et espacé par une nouvelle séquence natiiggie. Les bactéries deviennent alors
résistantes aux phages présentant ce proto-siacee (47).

Les CRISPR peuvent donc étre considérés comme siarique des infections phagiques

rencontrées par la bactérie.
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Figure 47;_Schéma représentant le systeme CRISBR/Ca
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Source : « Bacteriophage resistance mechanismabrje, Samson et Moineau, extrait de Nature
Reviews Microbiology, 8, 317-327, 2010

Ce schéma représente le mode d’action proposé slansg CRISPR/Cas. Lors de l'infection d'une
bactérie par un phage (a), les phages vont élininergrande partie des bactéries. Certaines begtéri
résistantes (b) acquiérent un nouveau spacer @amnsgénome, correspondant au proto-spacer des
phages rencontrés. Les bactéries possédant ceauwnspacer sont alors résistantes aux phages portant
le proto-spacer correspondant (c). Elles demeuwsensibles aux phages exempts de proto-spacers
correspondants aux spacers de la bactérie (d)n,Haficoévolution phage—bactérie peut permettre le
contournement de cette résistance, par une mutdtigeroto-spacer, qui ne sera plus reconnu par le
spacer de la bactérie (e).

a.4 Intégration d’un phage tempéré

Lorsqu’une bactérie est infectée par un phage tenpe génome du phage n’est pas détruit.
Il devient un composant intégré a part entiere énoge bactérien. Les bactéries infectées
deviennent alors résistantes a ce phage intégrsi, @i’'aux phages proches génétiquement
(Abedon et al., 2011 ; Dublanchet 2009).
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b. Conséquences

L’existence et I'évolution continue des résistantestériennes aux phages suscitent des
interrogations et sont autant de problemes a aeficiUn certain nombre d’arguments

permettent toutefois de nuancer I'impact futur de Ksistances.

Tout d’abord, les bactériophages ont un spectretidia étroit. La résistance d’'une bactérie
(ou d’'une souche bactérienne) est donc nécessaitdimitée, puisque seules les bactéries

cibles peuvent devenir résistantes au phage enigues

L’administration de cocktails phagiques ciblant d@&septeurs bactériens différents et
continuellement mis a jour en fonction de [I'évabmti des bactéries cibles réduit

considérablement lI'impact que pourraient avoir iesistances bactériennes (Kutateladze et
Adamia, 2010).

La coévolution permanente du couple phage/bactéeiemet la sélection de virus qui
échappent aux mécanismes de résistance acqus lpacterie. Cette coévolution permet donc
de relativiser le risque de résistances aux phdgedactéries. En ce qui concerne le systeme
CRISPR/Cas, l'action est, d'une part, limitée alrages que la bactérie a déja rencontrés
auparavant, c’est a dire au cours d'une infectionrpaquelle elle s’était déja averée
résistante. Cela limite la probabilité de survedaece mécanisme (Hyman et abedon, 2010).
D’autre part, les bactériophages peuvent échappeephago-résistance bactérienne due a la
présence de spacers correspondant aux proto-sgatwaggjues, par un réarrangement dans
leurs proto-spacers (Labrie et al., 2010). Ce méoaa peut consister en une recombinaison

homologue, une mutation ponctuelle ou une courtgtidé.

Enfin, les phago-résistances se mettraient en pllaivement lentement, environ dix fois
plus lentement que celles mises en place contrarébiotiques : toutes les A @ivisions
bactériennes pour les antibiotiques, contrephur les bactériophages (Carlton, 1999). Or, les
bactériophages ont une croissance exponentieffeiint au méme rythme que leurs cellules
hotes. Le différentiel temporel entre la croissates populations bactériennes et phagiques et
les évolutions respectives au cours du développepamettraient aux phages de ne jamais
étre complétement « dépassés » par les phagoarésistbactériennes (Inal, 2003).
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4. Limites pharmacologiques

a. Traitement ciblé

Une thérapie phagique nécessite de connaitre l#@rimaesponsable de l'infection. Cet
élément indispensable peut étre contraignant potilidation en routine de la phagothérapie.

En effet, plusieurs obstacles peuvent se présenter

» |l est nécessaire d'isoler et d’étudier la bactéeigponsable de la pathologie, ce qui
implique de réaliser un prélevement correct et aitaun laboratoire performant. Cela
demande une maitrise technique et des contrairgeypdrelles potentiellement

génantes.

» La zone d'infection peut étre difficile a atteindie qui complique la manceuvre du

prélevement, ainsi que celle d’'un traitement local.

» Certaines infections sont a germes multiples.

» Enfin, si un contaminant (contamination extérieaweflore endogene du patient) est
isolé et déterminé en lieu et place du germe patmegl'échec thérapeutique est

certain.

Lors d'infections graves a évolution rapide, I'emipd’un cocktail peut étre recommandé en
premiere intention, afin d’élargir le spectre diantde la préparation. Dans le méme temps, il
s’agira de s’assurer que tous les germes incrintesagopnt sensibles aux phages du cocktalil.
Dans un second temps, une préparation contenaiuuplusieurs phages spécifiquement

dirigés contre la ou les bactéries pathogénesgisimise au point.

b. Seuil bactérien

Lorsque linfection bactérienne est débutante, Ipubation bactérienne est relativement
faible. Les probabilités de rencontres aléatoirgsedes bactéries et les bactériophages sont
donc moindres et le seuil de densité bactériennessaire a l'infection phagique peut ne pas
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étre atteint. Les bactériophages risquent de neépas efficaces contre cette infection,

puisqu’ils seront éliminés avant d’avoir atteinideible.

De méme, si l'infection a traiter est due a destdyaas a multiplication lente, le seuil de
population bactérienne nécessaire a atteindrebéstho plus tardivement que lors d’infections
provoquées par des bactéries a multiplication rapideg a alors également un risque

d’inefficacité thérapeutique des phages.

Cet aspect de la thérapie phagique est importardnaidérer lors de la mise en place du
protocole thérapeutique. Pour éviter un échec pleériaque, il est préférable de ne pas mettre
en place la thérapie phagique au tout début d'umfection et de privilégier des

administrations répétées lors d'infections a cevise lente. Au contraire, dans le cas

d’'infections causées par des bactéries a multipica rapide, un faible nombre

d’administrations, voire une administration unigpeyvent suffire (Capparelli et al., 2010).

De plus, certaines études tendent a montrer urmetEé moindre des bactériophages sur les
bactéries quiescentes. La stratégie consistant socies la thérapie phagique et
lantibiothérapie peut se révéler particulierementeressante, puisque les antibiotiques
permettraient alors d’agir sur les bactéries nadilles et éventuellement quiescentes
(Dublanchet, 2009).

c. Le phénomene de translocation

L’infection d’une bactérie par un phage se réaisa faveur d’'une rencontre aléatoire entre la
bactérie et le phage. Pour traiter une infectioctdsgenne, il parait, en théorie, préférable de

favoriser cette rencontre par un traitement local.

Les administrations par voie orale permettent avagph d’atteindre la circulation sanguine
par le phénoméne de translocation. Les phages &lmms circuler aléatoirement dans
'organisme. Seule une petite partie des phagesrnasinds vont atteindre le site infectieux.
Cela engendre donc une perte quantitative de phpgentiellement efficaces contre la
bactérie pathogene. De plus, la quantité de phagesveau du site infectieux pourrait étre
insuffisante par rapport au seuil de phages néicessa une infection virale efficace : il y a
donc un risque d’échec thérapeutique. Pour évéeéchec, les préparations phagiques, dans

leur ensemble, doivent avoir un titre suffisant.nhi@imum requis est de 1@FU/mL.
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Enfin, par un raisonnement similaire, les infectiodes organes internes seraient plus

difficiles a traiter que les infections superfitésl ou locales.

d. Infections a bactéries intracellulaires

Les bactériophages ne pénétrent pas dans leseseluicaryotes. Il serait domcpriori
impossible de traiter par thérapie phagique desctitins bactériennes causées par des germes

intracellulaires, puisque les phages ne peuvenageismdre et s’attacher aux bactéries cibles.

Cependant, certaines études et observations menéées germes intracellulaires laissent a

penser le contraire.

En 1940, le traitement par phages de fievre tyghaide aSalmonella typhi a donné des
résultats thérapeutiques satisfaisants. Toutefess,salmonelles ne sont que des bactéries

intracellulaires facultatives. L’interprétation dé&sultats reste donc difficile.

L'étude du génome déegionela pneumophila, germe intracellulaire strict, a montré la
présence de séquences génomiques comportant de &ralogies avec celles des phages.
Ceci pourrait étre une preuve indirecte de I'exiseede bactériophages dirigés contre cette
bactérie. De plus, le Centre National de Référedes Iégionnelles (Institut de Veille
Sanitaire) a cherché des preuves directes deeastience. La conclusion de leurs travaux est
gu'’il existe des bactériophages dirigés contregegmes intracellulaires stricts (Lammertyn et
al., 2008).

Enfin, les espéces bactériennes appartenant ae lygoobacterium ont une multiplication
intracellulaire. Il a été mis en évidence des pbadieigés contre ces bactéries, ils sont
appelées mycobactériophages. Certaines espécesyclgbantéries ne sont pas ou peu
pathogenes pour I'hommeMycobacterium smegmatis ou Mycobacterium kansasii). Une
étude a permis de mettre en évidence des phagedytigmes contre ces deux especes
bactériennes (infection chronique permettant la getdn de phages qui sont excrétés sans
lyse de la bactérie), mais lytiques corlhgcobacterium tuberculosis. In vitro, une souche de
Mycobacterium smegmatis lysogénisée par le phage a été inoculée a unereutellulaire
contaminée par le bacille de la tuberculose. Amresir été phagocytédylycobacterium
smegmatis libere des phages capables de Iydgcobacterium tuberculosis. Cette méthode a
permis I'élimination de toutes les souches de mgctdries pathogénés vitro (Danelishvili

et al., 2006).
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La question d’une efficacité potentielle de la pithgrapie sur les bactéries intracellulaires
demeure incertaine et nécessite donc des étudptemgntaires, puisque les études citées

préecédemment semblent infirmer les prévisions ifj@es.

5. Limites immunologiques a la phagothérapie

Les protéines, notamment sous forme d’assemblagi&ciydaire, peuvent étre fortement

immunogéenes lorsqu’elles sont introduites dans wgarmisme. De plus, le systéme

immunitaire réagit a l'intrusion d’agents infectiepotentiellement pathogenes. La capside
phagique étant de nature protéique et le phagmdue étant un virus et donc infectieux, il
parait nécessaire de s'interroger sur les effetmunologiques que peut engendrer
'administration de phages dans I'organisme.

a. Réponse immunitaire innée

Une sélectionin vivo de bactériophages mutants a permis de mettre aferd®a une
persistance accrue des phages dans l'organismee gr&ain mécanisme d’échappement par
rapport au systeme immunitaire, et une efficatieggapeutique plus importante (Merril et al.,
1996).

a.1 Macrophages

Les premieres études de pharmacologie portant’élimihation des bactériophages ont
montré qu’ils étaient principalement éliminés pasysteme réticulo-endothélial (notamment
par les macrophages, et en particulier ceux durforemés cellules de Kupffer). En effet, des
travaux ont mis en évidence I'accumulation de pbatgns le foie et dans la rate avant leur
élimination (Nungester et Watrous, 1934). Puis, ehale est venue confirmer I'action des
cellules de Kupffer sur les bactériophages, ainsilgmportante distribution de phages actifs

au niveau hépatique (Inchley, 1969).

A contrario, une étude a permis d’observer une distribution physortante de phages actifs
dans la rate que dans le foie, et ceépgmhdamment de la voie d’administration (Geier gt al

1973). Les deux travaux précédents s’accordent ncgme sur la moindre vitesse
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d’inactivation des phages dans la rate par rappodlle survenant dans les autres organes et
en particulier dans le foie. Ceci se traduisait pearpersistance d’'une concentration
significative de phages dans la rate plusieurssj@mes l'inoculation de ces phages. Cette
faible inactivation par les macrophages dans kpatrrait avoir pour conséquence une mise
en mémoire plus efficace des lymphocytes B vissadgs phages. Elle permettrait a terme

une réponse immunitaire adaptative plus efficacéreaes phages (Kaur et al., 2012).

Néanmoins, des travaux plus récents suggerentegumacrophages ne joueraient pas un réle
aussi important que celui qui avait été imaginé Ipgpassé dans linactivation des phages.
Certaines exfriences permettent, en effet, de supposer quectivation des baétiophages

ne serait pas due a l'acti&itles macrophages (Srivastava et al., 2004).

a.2 Autres cellules du systéeme immunitaire inné

Les granulocytes, une fois activeés, seraient cagablinactiver les bactériophages. Cette
inactivation pourrait étre caérs par I'acide hypochloreux, libéré par les granyies actiés
(Gorski et al.,, 2012). Cependant, certains traviissent a penser que l'inactivation des

phages ne serait pas due a l'activité des grantde¢iJchiyama et al2009).

Une expérience a permis de mettre en évidence @sesdjets souris dépourvues de
lymphocytes NK présentent une inactivation des phagimilaire aux souris témoins (non
dépourvus en lymphocytes NK). La conclusion deraedil est que les lymphocytes Nie

joueraient pas de role dans I'inactivation des peg®rivastava et al., 2004).

Enfin, il a été montré par microscopie électronigue les cellules dendritiques phagocytent

relativement rapidement les bactériophages (Badbat., 1989).

b. Réponse immunitaire adaptative
b.1  Réponse immunitaire a médiation humorale

Les anticorps dirigés contre les virus sont une ghaxipales composantes de la réponse

immunitaire antivirale. Dans le cas de virus pathmas, ces anticorps peuvent avoir
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différentes actions effectrices: la neutralisatioale, la cytotoxicité cellulaire dépendante des

anticorps et la phagocytose.

Les anticorps qui ont été étudiés dans la granderitgades études d'immunologie phagique

sont des anticorps neutralisants. Les anticorpsdest paratopes qui se lient aux épitopes
viraux (parmi lesquels on retrouve des partieslesrassentielles a I'infection des cellules

hétes). En particulier, les anticorps neutralisaatsiphagiques empéchent généralement
l'infection de la bactérie hote par le phage, eflizse aux phages, notamment au niveau de la
gueue. Cependant, l'interaction entre phages étamps n’engendre pas systématiquement
linactivation phagique. En effet, lorsque les aotps se lient a des protéines virales
indispensables a l'infection, celle-ci ne peut pawir lieu. Il en résulte alors une nette

diminution de l'activité phagique antibactérienRar contre, lorsque les anticorps se lient a
d’autres protéines (non indispensables a l'infectactérienne), la virulence phagique n’est

pas forcément impactée.

Les anticorps neutralisants antiphagiques peuvéet énsidérés comme une des plus
importantes limites potentielles a la thérapie pinagy En effet, de nombreuses données
expérimentales semblent indiquer que ces anticagsisent |'efficacité thérapeutique des
phages. D'une part, des études ont montré que éesns humains et animaux non
immunisés par des phages ont déja un faible taamtidorps neutralisants antiphagiques. La
présence de tels anticorps peut s’expliquer pamndiprésence des phages dans
'environnement, tant dans les sources alimentajuesdans les flores humaines et animales.
Ceci engendre une immunisation constante vis degsantigenes phagiques. D’autre part, il a
été montré chez I'animal, que suite a 'adminigtratsystémique de phages, des anticorps
neutralisants sont produits a des concentratiangét (Jerne, 1956). Cependant, cette étude
est relativement ancienne et les résultats mérigtte confirmés par les connaissances
scientifiques actuelles. Enfin, la clairance deagds T7 du sang des souris est plus faible
chez les animaux déficients en cellules B que td&animaux de type sauvage (Srivastava et
al., 2004). Ceci est un argument de plus en fadeufactivité antiphagique des anticorps

produits par les plasmocytes, différenciés a pdeilymphocytes B.

Prises dans leur intégralité, ces données indiggeatles anticorps neutralisants pourraient
réellement impacter et faire décroitre I'activigsdohages a visée thérapeutique. Cependant,
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l'intensité de la réponse humorale antiphagiquet patier selon le type de phage. Certains
phages sont faiblement immunogénes et requierentdministrations répétées, couplées a
'administration d’adjuvants, pour induire une réperimmunitaire détectable (Sulakvelidze
and Barrow, 2005).

Dans une étude récente, des anticorps neutraliaatifthagiques présents dans le sérum de
patients ayant une infection bactérienne ont étéliés (Gorski et al.,, 2012). Les tests
d’agglutination peuvent étre utilisés pour mesuaeguantité d’anticorps dirigés contre un
antigéne particulaire (en I'occurrence phagiquegn®ces tests, des dilutions successives de
I'échantillon sérique dans lequel on souhaite déieer la quantité d’anticorps sont mélangés
a une quantité fixe de bactériophages. La dilulmrplus forte permettant d’avoir une
agglutination, qui inactive au moins 10% des phagstalors déterminée. Cette dilution est
appelée le «titre » en anticorps. Les résultatsgntent le facteur de dilution sérique
maximal neutralisant au moins 10% des phages. D@0gys neutralisants antiphagiques ont
été mis en évidence dans le sérum de patients Hadntinistration de phages, jusqu’a une
dilution sérique de 1/100. Ceci confirme I'immuriea de certains patients par des phages
« naturels ». La présence en anticorps neutraiisaatigmenté chez certains patients durant le
traitement jusqu’a une dilution sérique de 1/1568it(un facteur de dilution de 1500), suite a
'administration de phages par voie topique. Pautrey il est intéressant de constater qu’il n'y
a pas d’augmentation significative de l'activitéutralisante des anticorps chez les patients

recevant le traitement phagique par voie orale (Egi8).

207



Figure 48 :_La neutralisation phagigue dans le sé&tampatients durant la thérapie phagique

suite & une administration orale ou locale

1500

800

Reciprocal serum dilution

10 64% 64% 61%
| 15% 17% 18% 51% ]
day 0 day 14 day 35 day 66 day 0 day 12  day 39 day 46
N >4
5 . ~ ~
S. aureus S. aureus
(oral administration) (local administration)

Source : « Phage as modulator of immune respodseamdrzej Gorski et al. extrait de « Advances in
Virus research », volume 83, 2012.

Dans cette étude, 50 pl de phages (titrés’ AJET/ml) est mélangé a 450ul de sérum et incub&@ 3
pendant 30 minutes. Les prélevements sériquesdilods selon un certain facteur de dilution. Un
échantillon est prélevé et ajouté a des souchdsérimmes sur des plaques d’'agar. Le tout esglaiss
incuber a 37°C pendant 8 heures. Le degré de fisatian phagique dans le sérum est déterminé par
rapport a un contréle (bouillon bactérien). Lesulégs obtenus sont ceux de 2 patients : le preesier
traité oralement (gauche), le second est localenf{draite) avec des phages dirigés contre
Saphylococcus aureus. La neutralisation phagique est étudiée par Ia fidute dilution sérique qui
neutralise au moins 10% des phages. Le pourcemteg® de neutralisation par des anticorps est
mentionné au-dessus des barres. Plus la dilutingugémettant en évidence une agglutination des
phages est importante, plus I'activité neutralisashds anticorps dans I'échantillon initial est giean
Donc, plus le facteur de dilution est éleve, pkigdux d’anticorps neutralisants initial est impatt

On remarque que suite a I'administration de phagesvoie orale, le taux d’anticorps neutralisants
produit par le patient est nettement moins impartare suite a une administration locale. Par voie
orale, I'échantillon sérique n’est pas dilué auwrg0, 14, 35 et 66. Le pourcentage de neutralisati
phagique augmente tres légérement : respectivetrtebt 17%, 18% et 51%. Par voie locale, on
remarque une augmentation des dilutions de I'édlmmtsérique permettant une neutralisation
phagigue au cours du traitement. La neutralisagird’environ 60% a une dilution au 1/10 aux jours
0 et 12 et 39. Durant cette période, I'activitétnaisation des anticorps n'augmente donc pas., Ruis
neutralisation passe a 14% a une dilution sériqu&/@00 au 4%jour de traitement et a 59% a une
dilution sérique au 1/1500 au G0ur de traitement. L’activité neutralisation dmsticorps augmente
donc fortement aprés le 4dur de traitement phagique.
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La réponse immunitaire a I'administration phagiqi€pend également des patients qui
peuvent étre divisés en groupe «répondeur » a@n«rgpondeur » et du type de phage
administré (figure 49). Ces deux facteurs de vdii@bpeuvent donc jouer un rdle dans

I'efficacité des traitements phagiques envisages.

Figure 49: La neutralisation phagigue dans le sédenpatients suite & une administration

intrarectale
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(intrarectal administration) (intrarectal administration)

Source : « Phage as modulator of immune respodseAndrzej Gorski et al. extrait de « Advances in
Virus research », volume 83, 2012.

La réponse en anticorps antiphagiques neutralissit®€tudiée chez deux patients : le premier est
traité par voie rectale par des phages dirigésredmterococcus faecalis (gauche) et le second par
voie rectale par des phages dirigés cobiseherichia coli (droite). Le protocole est le méme que
précédemment : 50 pl de phages (titrésAJFC/ml) est mélangé a 450pl de sérum et incub& @ 3
pendant 30 minutes. Un échantillon est prélevgaettéa a des souches bactériennes sur des plagues
d’'agar. Le tout est laissé a incuber a 37°C pen8dmures. La neutralisation phagique dans le sérum
est déterminée par rapport a un contrdle (boulhactérien). Elle est étudiée par la plus fortetiditu
sérique qui neutralise au moins 10% des phagese@arque clairement que selon le type de phage
administré et selon le patient, I'action neutralisades anticorps peut étre, pour une méme voie
d’administration, tres différente.
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Lors de l'interprétation des résultats des étudedes anticorps antiphagiques, il faut prendre
en considération le fait que la production de gggarps peut étre stimulée par les particules
phagiques elles-mémes mais aussi par certains camgades cellules bactériennes présents
dans les préparations phagiques, notamment lepdiggaccharides (LPS). Ceci a été
démontré dans une étude menée sur des souris @liegtaKuwatch, 1969). Suite a
'administration systémique de phage T2, il y a ymeduction d'anticorps antiphagiques.
Mais I'administration systémique de 50 ug de lipgpatcharides &scherichia coli B (sans
pré-immunisation des souris par des phages T2) anignie taux d’anticorps neutralisants
anti-T2 dans le sang des souris. Un effet similageobservé suite a 'administration de LPS
de Shigella. Cependant, le taux d’anticorps antiphagiquessabstantiellement plus faible
suite & 'administration de LPS que suite a I'adstiation de phage T2 & la dose dé W&C

par souris (unité mesurant le nombre de coloniedéseloppant sur une gélose). De plus,
I'activité des anticorps neutralisants antiphagiquesérum des souris est augmentée sur une
période plus courte suite a 'administration deSldie suite a 'administration du phage T2.
Le phénomeéne de production d’anticorps antiphagiguéuits par lipopolysaccharides n’est
pas parfaitement connu. En particulier, la doseimate de lipopolysaccharides susceptible
d’induire la production d’anticorps antiphagiquesst’'pas déterminée. Ceci est a prendre en
considération puisque les LPS sont des composa&stsellules bactériennes présents a de
faibles concentrations, y compris dans les prépastde phages purifiés. Lors de I'analyse
d’études sur la production d’anticorps antiphaggjuet plus largement sur la thérapie
phagique, la présence de LPS est un aspect a neégéger. Par contre, 'immunisation
contre des cellules bactériennes intactes n'a feftetd contre les phages et inversement,
puisque les caractéristiques antigéniques des plegkes bactéries sont différentes.

L’'immunogénicité des phages, associée a leur dicaitobn aisée et a leur absence de
toxicité, a conduit & l'utilisation du phage phi X74 pour I'évaluation de I'immunité

humorale dans le diagnostic et le monitoring deieptd ayant des immunodéficiences
primaires ou secondaires (Ochs et al., 1971 ; Weddwet al., 1975). Ce phage est un
puissant antigene dépendant des cellules T quaieetrune réponse humorale primaire et
secondaire suite a I'injection intraveineuse degelkall est encore actuellement utilisé pour
évaluer I'immunité humorale en médecine cliniquepéndant, la formation d’anticorps

dirigés spécifiqguement contre le phage phi X 174essite la coopération de cellules
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présentatrices d’antigénes, de cellules B et dalesIT. Donc les résultats anormaux peuvent
étre non seulement la conséquence de dysfonctiemterde cellules B mais aussi de cellules
T, du complément et/ou des molécules d’adhésion.

b.2  Réponse immunitaire a médiation cellulaire

Les cellules T jouent un réle primordial dans lgpamdse aux infections virales par
'intermédiaire des cellules T CD8+ et CD4+ resmiises de l'immunité a médiation
cellulaire faisant suite a l'infection. On pourrdibnc s’attendre a ce que I'administration de

phages induise une réponse immunitaire a médiagbulaire.

Les données de phagothérapie sur la réponse imarend meédiation cellulaire sont peu

abondantes, notamment en comparaison a cellea sipdnse humorale (Gorski et an12).

Toutefois, une étude a montré que, lors de l'adstraiion de phages a des souris
immunocompgtentes et a des sourigfititaires en lymphocytes T, la dtique des phages
(notamment la cinétique d’élimination) est simiaiCes ésultats montrent donc I'absence de
réle significatif des lymphocytes T dans le cadiend phagothrapie, et ce malgré la
phagocytose des phages par les cellules dendstiguepliquées dans I'activation des
lymphocytes T (Srivastaw al., 2004).

c. Conséquences

De ces travaux, il ressort que les éléments dgdlieme les plus a méme d’inactiver les

bactériophages seraient les anticorps dirigés emas virus. Les inconvénients potentiels qui

pourrait en résulter ne devraient cependant pascdi@péa phase initiale du traitement des

infections aiglies. En effet, la cinétique d’actidas bactériophages est supérieure a la
production des anticorps.

Les nombreux contacts entre I'organisme et les @hggpurraient expliquer la réponse
immunitaire modérée via des lymphocytes B (bienlgyaroduction d’anticorps neutralisants
a été démontrée) et la faible (voire I'absence mgonse effective des lymphocytes T
cytotoxigue, contrairement a une réponse immumitaassique face a un virus, et en dépit de

la phagocytose des phages par les cellules dendr#ti (Gorski et al., 2012). Il serait par
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contre intéressant de connaitre la durée pendgutlla les anticorps sécrétés demeurent
présents. En effet, s'il est nécessaire de réalisernouvelle administration de phages (lors
d’'une récidive d’infection par exemple), il ne faadirpas que les phages nouvellement
administrés soient neutralisés par les anticoterait alors nécessaire d’augmenter les doses
de phages a administrer ou d’administrer un auteg@hactif contre la bactérie pathogene

avec un profil antigénique différent du phage pdécément administreé.
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VI. Conclusion:

La phagothérapie a été découverte il y a plus darepvingt-dix ans. Aprés des débuts
prometteurs, elle est progressivement tombée danblil dans les pays Occidentaux.
Actuellement, elle suscite de nouveau l'intérétsdeentifiques et de quelques industriels et
hommes politiques. Les avantages qu'offre la pHegapie n'y sont probablement pas
étrangers. En effet, les bactériophages peuventétrsidérés comme des « médicaments (car
ils répondent effectivement a la définition du noédnent) intelligents », puisqu’ils sont auto-
répliqguant (capable de multiplication situ) et auto-limitant. De plus, le pouvoir bactéricide
des phages virulents, la possibilité d’élimineb&térie pathogéne sans altération de la flore
endogene et le faible nombre deffets indésiralmbservés justifient indéniablement le
positionnement de la phagothérapie comme une atteencrédible a I'antibiothérapie ou en
association avec les antibiotiques. L'utilisatianghages en prophylaxie offre également des

possibilités intéressantes dans des domaines sariée

La réhabilitation de la phagothérapie nécessite rabgre quelques étapes avant de pouvoir
étre effective. Tout d’abord, des approfondissemeaimblent indispensables pour évaluer
d'une part son incidence sur l'organisme, notamm&m interaction avec le systéme
immunitaire a long terme, et, d’autre part, la adation des phages administrés avec les
bactéries. Cette coévolution antagoniste nécessitmntrole, également sur le long terme, de
la portée des phago-résistances et de I'impachpetale la thérapie phagique sur I'évolution
générale des bactéries. Ces explorations futunessent de réaliser des rechercimegtro, et

in vivo, chez I'animal et chez 'hnomme. C’est ici qu’arrilee deuxiéme étape a prendre en
compte pour la réhabilitation de la phagothérdpieeffet, le cadre lIégal actuel ne semble pas
permettre une exploitation correcte de cette altera thérapeutique par les laboratoires
pharmaceutiques. En découle une difficulté notaineettre en place des essais thérapeutiques
chez 'homme. Ces essais sont cependant nécesadiobsention d’'une autorisation de mise
sur le marché de bactériophages en tant que méeitamUne possibilité pour briser ce
cercle vicieux serait de modifier la réglementateminstaurant une clause particuliére pour

les bactériophages, a I'instar de celle mise ecepur les vaccins.
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L’émergence, le développement et la multiplicité datibiorésistances créent une situation
préoccupante, que nous devons considérer commignal d’alarme, impliquant une réaction

vive et sans délai. Des programmes de rechercims, ldadomaine de la phagothérapie, sont
envisagés et commencent a voir le jour. Le dereier date, nommé Phagoburn, est

l'illustration d’'une prise de conscience collectigd’échelle européenne.

A ce jour, toutes les propriétés des bactériophagesont pas connues. Les éventuelles
applications que pourraient offrir ces virus nelisgtent pas a la seule phagothérapie. En
effet, les phages sont étudiés dans d’autres dewgarmi lesquels on retrouve la biologie

moléculaire, la génétique, les transplantationaretgs ou le traitement de tumeurs.
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TITRE EN ANGLAIS :

Phage therapy in the treatment of human bacterfietiions : interests, issues and limitatig

ns

The arising of multidrug-resistant bacterial infens, including nosocomial infections, is
major public health issue and requires the devetyraf new therapies. Among the varic
possible treatments, phage therapy appears to agraative option. This is the treatment
bacterial infections by viruses: bacteriophagescbiered in the early twentieth centt
through the work of two microbiologists F. d'Heeethnd F. Twort, bacteriophages wy¢
quickly used in human medicine. The advent of amiiiks abruptly reduced their use in t
West.

Yet recently they are again attracting researcleirTihterest resides in the fact that they h
the capacity to infect prokaryotic cells (bacteriahile being harmless to human, animal
plant cells. Moreover they are selective viruses dfacterial species or even of bacte
strains. As such, there is no impact in non-pathmgeommensal flora, which often caus
the adverse effects of broad-spectrum antibiofibgir method of production is known a
easy to implement. It involves the propagationjfmation, count and control.

The deeper understanding of these viruses canigiiglthat they are not all valid candidat

us
of

ry
2re

ave
or
rial
es
nd

es

to phage therapy: only lytic phages are of therapaluwalue. A comprehensive study by

he

Institute for Experimental Therapy Ludwik Hirszfelgrants a large overview of treatment
options and potential adverse effects of the plhgepy. Some limits may arise: notably
bacterial resistance to phages and the role ointineune system. Finally, we should study

the regulatory status of phages and their indugieespectives.
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