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Liste des abréviations

A

Abi = abortif infection system
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ADN = Acide DésoxyriboNucléique

AN.S.E.S = Agence nationale de Sécurité Sanitaire de I'alimentation, de I'environnement
et du travail

A.M.A = American Medical Association

A.M.M = Autorisation de Mise sur le Marché

ARN = acide ribonucléique

ARNm = ARN messager

ARNr = ARN ribosomique

A.T.U = Autorisation Temporaire d’Utilisation

B

B.H.R.e = Bactéries Hautement Résistantes Emergentes
B.P.F = Bonnes Pratiques de Fabrication

B.M.R = Bactérie Multi Résistante

C

C.A.S = centre d’analyse stratégique

Cas = CRISPR associées

C.E.S = Comité d’Experts Spécialisé

CRISPR = Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats. (Courtes
Répétitions palindromiques groupées et régulierement inter espacées)

D
D.D.] = Doses Définies Journaliéres

E

E.B.L.S.E = Enterobactérie productrice de betalactamase

E.F.S.A= European Food Safety Authority

E.M.A = European Medicines Agency

E.P.C = entérobactéries productrices de carbapénémase

E.P.S = Extracellular Polymeric Substance

E.R.G = Entérocoques Résistants aux Glycopeptides

E.R.O = Especes Réactives de I'Oxygene

E.R.V = Entérocoque résistant a la vancomycine

ESAC-NET = European Center for Disease Prevention and Control

F
F.D.A = Food and Drug Administration

G
GMP = Good Manufacturing Practice
G.R.A.S = Generally Recognized as safe
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H
Hoc = Highly immunogenic outer capside »

I

[.C.T.V = International Committee on Taxonomy of Virus
InVS = Institut de Veille Sanitaire

1.0.A = Infection Ostéoarticulaire

J

J.AM.A = Journal of the American Medical Association

L

L.H.T = le systeme Lwoff, Horne et Tournier
L.P.S = Lipopolysaccharide

L.T.F = Long Tail Fibers

L.U.C.A = Last Universal Common Ancestor

M
M.C.P = Major Capside protéine.

o

0.N.E.R.B.A = Observatoire National de 'Epidémiologie de la Résistance Bactérienne aux
Antibiotiques

0.M.S = Organisation Mondiale de la Santé

P

P.A.M = Protospacer motif adjacent

P.A.S = Synergie Phages-Antibiotiques

P.A.M.P = Patterns Pathogen Associated Molecular

P.A.M.R = Pseudomonas aeruginosa multirésistants

PFU = Plages Formant Unité

P.S.D.P = Pneumocoque a sensibilité diminuée a la pénicilline

Q

Q.S = Quorum Sensing

S
S.A.R.M = Staphyloccocus aureus résistant a la méticilline

Soc = Small outer capsid
S.T.F = Side Tail Fibers

T

T.A = Toxine-Antitoxine
T.L.R = Toll Like Receptor
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[. Introduction
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L’antibiorésistance pousse la recherche a aller plus loin, a trouver de nouvelles
voies pour combattre des ennemis devenus de plus en plus résistants. En effet, I'dge d’or
des antibiotiques a sonné le glas. Fort de leur succes dans le milieu du XX¢me siecle, ils
ont constitué une des grandes découvertes majeures et ont permis de faire
considérablement diminuer la mortalité. On pensait avoir trouvé la solution définitive
aux infections bactériennes, cependant leurs utilisations massives en santé humaine et
animale ont favorisé I'’émergence de bactéries multirésistantes.

L’incessante augmentation des résistances bactériennes et la rareté de nouveaux
antibiotiques sont a l'origine d’échecs thérapeutiques conduisant dans certaines
situations a des impasses. Cette situation fait craindre a une « ere post antibiotique » et
devient de plus en plus préoccupante. Ainsi la recherche de solutions alternatives
devient une nécessité.

Une des solutions consiste en une ancienne thérapeutique utilisée au début du
XXeme sigcle mais abandonnée dans I'Ouest aprés la découverte des antibiotiques : La
Phagothérapie. Découverte il y a presque 100 ans, elle utilise des virus de bactéries,
appelés bactériophages, prédateurs naturels des bactéries.

La phagothérapie serait-elle I'une des réponses aux bactéries multirésistantes ? Ne
dit-on pas que les ennemis (virus) de mes ennemis (bactéries) sont mes amis.

Nous verrons a travers cette theése I'histoire tumultueuse de la phagothérapie, de
I'introspection des bactériophages aux potentiels offerts par cette thérapeutique.
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[I. Deladecouverte du
bacteriophage a la
naissance de la
phagothérapie




L’histoire du bactériophage est semée de conflits, d’interprétations et de
compréhensions erronées. Il lui aura fallu parcourir un long chemin sinueux pour
arriver a se faire une place dans le monde scientifique. Si aujourd’hui, la découverte du
bactériophage est attribuée conjointement a Frederick Twort et a Félix d’'Hérelle, il n’en
fut pas toujours le cas. Ces deux chercheurs ont découvert indépendamment la
« substance » capable de détruire les bactéries mais leurs interprétations furent
différentes. Cependant, il est indéniable que l'invention de la phagothérapie revient a
Felix d’'Hérelle.

1. Définition

Un bactériophage, appelé aussi phage, est un virus ayant pour hote les bactéries. Le
mot bactériophage est formé des mots grec baktéria (= baton, a cause de la forme des
premieéres bactéries observées) et de phagos (=mangeur), signifiant littéralement:
mangeur de bactéries.

La phagothérapie est l'utilisation de bactériophages lytiques pour traiter des
maladies infectieuses d’origine bactérienne. Le mot phagothérapie est formé des mots
grecs phagos et therapeia (= cure).

En médecine, une prophylaxie désigne tout processus prévenant I'apparition ou la
propagation d'une maladie. Donc la phagoprophylaxie est [lutilisation des
bactériophages lytiques pour prévenir les maladies bactériennes.

2. Les prémisses de la phagothérapie

Le bactériologiste britannique Ernest Hanbery Hankin fut le premier a faire
allusion a I'existence des virus infectant les bactéries. En 1896, il publia, dans les annales
de I'Institut Pasteur un article intitulé : « L’action bactéricide des eaux de la Jumna et du
Gange sur le microbe du choléra » [1]. Cet article est le premier témoignage scientifique
de 'existence des phages dans lequel il essaie d’expliquer un phénomeéne surprenant se
déroulant dans les rivieres d’'Inde. Il décrit ainsi: « Comment se fait-il que lorsque le
choléra éclate sur un lieu de pelerinage placé sur les rives d'un des fleuves, il ne descend
pas dans les villages placés en aval ? » [1]

Suite a cette observation, Ernest Hanbery Hankin se consacrera a une série
d’expériences, et notamment une, qui consistera a mesurer le nombre d'unités de
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bactéries Vibrio cholerae par millimetre cube dans la riviere de la Jumna. Ce travail
I'aménera a découvrir «le pouvoir auto purificateur » de la riviere, en constatant une
diminution importante du nombre d’unités du Vibrio cholerae entre I’eau a la sortie de la
ville et celle localisée en aval de cette méme ville.

« Pendant les chaleurs (11 avril), la riviere étant trés basse [...] le nombre des
microbes dans I’eau prise au- dessous de la ville dépassait toujours 100 000 par c.c
et n’a pu étre évalué exactement. Mais, a trois milles plus bas » (soit environ 4,827
km), « il n'y avait plus que 90 a 100, et que 26 a 80 a 12 milles et demi de la ville. »
(soit environ 20,113 km) » [1]

Malgré cette découverte, Ernest Hanbrey Hankin n’a pas su identifier la nature et
'origine de la substance au « pouvoir antiseptique ». Cependant, il observera que la
substance en question était thermolabile (I’eau bouillie n’avait plus d’action sur le
cholera). De plus, toutes ses expériences ont été réalisées sur des échantillons d’eau de
la Jumna et du Gange qui avaient été préalablement filtrés par un filtre Pasteur (appelé
aussi filtre de « Chamberland » ou bien encore filtre de porcelaine) qui a la propriété de
retenir les bactéries. Il conclura que cette substance était plus petite qu'une bactérie
sans pour autant le prouver. Il faudra attendre I'avéenement du microscope électronique
pour pouvoir I'observer.

Ernest Hanbrey Hankin en mettant en évidence « I’action antiseptique » de I'’eau de
la Jumna, vient de réaliser, sans le savoir, la premiere observation d'un type de virus qui
s’attaque uniquement aux bactéries.

Figure 1 : Photographie de portrait de la Cambridge Antiquarian Society prise autour de
1900
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Il faudra attendre deux ans plus tard pour qu’'un microbiologiste russe, Nikolay
Gamaleya, observe un phénomeéne similaire en travaillant sur la bactérie Bacillus
anthracis. De ses observations, il publiera l'article suivant « Bacteriolysins-ferments
destroying bacteria » dans le Russian archives of the pathological and clinical medicine. 11
y mentionnera un agent lytique transmissible, spécifiquement actif contre la bactérie
Bacillus antracis [2][3]. D’autres descriptions de bactériophages infectant le Bacillus
antracis furent rapportées plus tard par Philip B Cowles en 1931 [4] et par Elionor W
McCloy en 1951 [5]

D’autres observations de bactériophages furent encore décrites. Notamment avec
le microbiologiste anglais Frederick Twort avec sa publication en 1915 dans le Lancet : «
An investigation on the nature of ultra microscopic viruses » [6]. Partant du constat que
pour les bactéries pathogenes, on retrouvait dans la nature des variétés de bactéries non
pathogénes de méme genre, la regle devait aussi s’appliquer aux virus. Twort entreprit
ainsi plusieurs expériences dans ce but.

Mais ses expériences n’aboutirent a aucune conclusion déterminante quand a
I'isolement de virus non pathogene. Cependant, il observa en travaillant sur le virus de la
vaccine (variole de vache) des résultats intéressants. En examinant les cultures de
vaccine, il remarqua que les milieux étaient contaminés par une bactérie. Il observa la
présence de colonies de Micrococcus. Certaines de ces colonies présentaient des
altérations morphologiques. Ces colonies devenaient vitreuses et transparentes.

« In cultures that grew micrococci it was found that some of these colonies could
not be subcultured, but if kept they became glassy and transparent » [6]

En observant ces zones au microscope, il observa que ces colonies vitreuses
avaient été transformées en petites « granules ». Ces zones étaient le reflet de la
destruction des cellules bactériennes. De plus, lorsqu’il mettait ces colonies vitreuses et
transparentes au contact de colonies pures de Micrococcus, il remarqua que ces
derniéres subissaient le méme sort, c'est-a-dire, leurs destructions.

Cependant Frederick Twort ne put apporter plus d’'informations sur la nature de la
substance a l'origine de la lyse bactérienne car invisible, mais il formula plusieurs
hypothéses quant a son origine. Il évoqua soit une minuscule bactérie (« minute
bacterium ») soit une petite amibe («tiny amoeba ») soit un virus microscopique
(« ultra-microscopic virus ») ou bien encore une enzyme.

Parmi ses diverses interprétations et au travers de ses expériences menées sur la
vaccine, il conclura que la substance transparente devait vraisemblablement contenir
une enzyme, car elle était détruite a 60°C. Quant a I'origine de '’enzyme, il lui sembla
plus plausible que cette derniere devait étre produite par le microccocus lui-méme,
conduisant ainsi a sa propre mort. Pour lui, le phénomene était de nature diastasique.
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« In the vaccinia experiments described above it is clear that the transparent material
contains an enzyme, and it is destroyed at 60° C. (...) it may be that the micrococcus was
never quite free from the transparent portion, or this may have passed through the
cotton-wool plug and contaminated the micrococcus, but it seems much more probable
that the material was produced by the micrococcus. » [6]

Il faudra attendre que le franco-canadien Felix d’Hérelle fasse une étude plus
approfondie et isole les premiers bactériophages pour découvrir la nature virale de la
substance.

Figure 2: Photographie de Frederick William Twort
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3. Les Travaux de Félix d’'Hérelle

De tout temps, les sauterelles ont été considérées comme un véritable fléau. Leurs
passages dévastateurs dans les régions agricoles occasionnaient famines et épidémies. A
I'époque contemporaine de d’Hérelle, le probléeme des acridiens migrateurs subsistait
toujours malgré la mise en place de moyens de lutte. Le premier moyen vraiment
efficace contre ce fléau fut sans nul doute « I'appareil cypriote » qui offrait une défense
mécanique mais ne permettait pas une destruction de ces dernieres. D’autres techniques
tres diverses furent mises en place mais sans résultats probants et sans pour autant
empécher les invasions les années suivantes.

C’est en 1910, au cours d’'un séjour au Mexique, que Felix d’Hérelle observa de
maniere fortuite un moyen de lutte efficace contre les sauterelles. En travaillant sur ces
insectes, il remarqua que certaines populations étaient atteintes d'une diarrhée
contagieuse et mortelle. D’Hérelle isola l'agent a l'origine de la «diarrhée des
sauterelles » dans les selles des insectes malades. Cet agent, était d’origine microbienne :
le coccobacille (« Coccobacillus acridiorum» connue sous le nom aujourdhui
d’Enterobacter aerogenes) [7]

Felix d’'Hérelle, au vu de ses recherches, y voyait un procédé biologique pour lutter
contre l'invasion de ces dernieres. Cette épizootie d’origine bactérienne provoquait chez
les acridiens une mortalité considérable et se propageait rapidement. Cette épizootie ne
permettait pas l'extinction de l'espece mais réduisait grandement le nombre
d’envahisseurs au point que les préjudices agricoles occasionnés fussent négligeables.

Ces résultats enthousiasmerent la République Argentine qui mandata d’Hérelle
afin de propager cette épizootie pour lutter contre le fléau qui sévissait dans le pays.
Pour mener a bien ses expériences, il infesta quelques metres de champs agricoles par
des Dbouillons de culture contenant le coccobacille. Ainsi, les sauterelles
s’empoisonnerent en mangeant ’herbe contaminée, la dissémination du coccobacille
étant assurée par les déjections des sauterelles lors de leur déplacement. La technique
fut radicale. [8]

Durant les années qui suivirent, d’'Hérelle voyagea a travers le monde afin de
diffuser cette épizootie dans les pays ou le fléau des sauterelles sévissait. Mais cette
découverte en cacha une autre. C’est au cours de ses recherches, qu’il observa a
plusieurs reprises des anomalies sur certaines cultures de coccobacilles. Il écrira en
1949:

« The anomaly consisted of clear spots, quite circular, two or three millimetres in
diameter, speckling the cultures grown on agar. I scratched the surface of the agar in
these transparent patches, and mades slides for the microscope; there was nothing to be
seen. [ concludes from this and other experiments that the something which caused the
formaton of the clear spots must be so small as to be filtable, that is to say, able to pass a
porcelain filter of the Chamberland type, which will hold back all bacteria » [9]
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Pour d’Hérelle, ces «taches claires » étaient dues a « quelque chose » qui ne
pouvait étre vu au microscope et qui était filtrable. Il faudra attendre 1915, lors de ses
travaux en Tunisie, pour que I'hypothese de virus soit émise. C’est en travaillant encore
sur les sauterelles, qu’il observa de nouveau au sein des cultures de coccobacilles des
« taches claires ». Il fit part de ces anomalies a Charles Nicolle, directeur de I'Institut
Pasteur de Tunis, qui au vu de ces observations lui dira: « that may be the sign of a
filtrable virus carried by your coccobacilli, a filtrable virus which is the true pathogenic
agent, while the coccobacillus is only a contaminant » [10]

La nature de la substance était posée : c’était vraisemblablement un Virus

De retour en France, travaillant sur des cultures de shigelle responsables de la
dysenterie bacillaire qui sévissaient sur un escadron de cavalerie, d'Hérelle mit en
évidence le méme phénomene de « taches claires » mais cette fois-ci sur des bactéries
pathogénes pour 'Homme.

Ces recherches aboutirent a une note présentée a l'académie des Sciences en
1917 : «sur un microbe invisible antagoniste des bacilles dysentériques » [11]. C’est
dans celle-ci qu’il mentionne lisolement des premiers « microbes
filtrants bactériophages » a partir de selles de patients convalescents de dysenterie
bacillaire. Pour lui, c’est un « microbe antagoniste invisible » auquel il donnera le nom de
« bactériophage ».

Dans cette note, il évoquera les principales caractéristiques du virus. Entre autres,
que cet agent est filtrable, non visible au microscope optique, capable d’inhiber la
croissance bactérienne, cultivable et pour finir transmissible de culture de shigelle en
culture de shigelle. A partir de 13, il ne fera plus de doute pour d’Hérelle que c’est un
« germe vivant ».

Il mentionnera aussi un fait marquant, ce germe vivant ne peut se développer
qu‘aux dépends de la bactérie : «En I'absence de bacilles dysentériques le microbe anti
ne cultive dans aucun milieu [...] Il résulte de ces faits que le microbe antidysentérique
est un bactériophage obligatoire » [11]

En ce qui concerne la morphologie et le mode de reproduction de ce microbe,
I'observation n’étant pas permise avec les techniques contemporaines de d’Hérelle, celui
ci, n’émit aucune hypothese. Quant au genre, d’'Hérelle le dénommera « Bacteriophagum
intestinale, qui rappelle sa propriété principale » [12]. En effet ce germe était trouvé
dans l'intestin des malades dysentériques. Pour lui, il pensait qu’il ne s’agissait que d’'un
seul et unique microbe, tout en précisant n’avoir jamais isolé deux bactériophages
identiques, car ce dernier « était susceptible par accoutumance d’acquérir la virulence
vis a vis des diverses especes bactériennes» [13]. Cette affirmation est aujourd’hui
inexacte. En effet on dénombre des milliers de bactériophages différents par leurs
morphologies et leurs spécificités. D’'Hérelle parle d’accoutumance, cela semble surtout
di au fait que ces filtrats devaient contenir non pas une espece de phage mais plusieurs
variétés de phages.
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Il terminera son article par cette conclusion: «En résumé, chez certains
convalescents de dysenterie, j’ai constaté que la disparition du bacille dysentérique
coincidait avec I'apparition d’'un microbe invisible doué de propriétés antagonistes vis-
a-vis du bacille pathogéne. Ce microbe, véritable microbe d’immunité, est un
bactériophage obligatoire ; son parasitisme est strictement spécifique (...) Il est probable
que ce phénomeéne n’est pas spécial a la dysenterie » [11]

D’Hérelle voit dans ces bactériophages un moyen thérapeutique révolutionnaire
contre la lutte des maladies infectieuses. C’est dans cette optique qu’il approfondit ses
recherches sur le mode d’action du microbe bactériophage contre la dysenterie
bacillaire. Ceci aboutit a une note présentée a I’Académie des Sciences en 1918 dans
laquelle il rapporte que : « la pathogénie et la pathologie de la dysenterie bacillaire sont
dominées par deux facteurs agissant en sens contraire : le bacille dysentérique, agent
pathogene et le microbe filtrant bactériophage, agent d‘immunité » et il finit par
« proposer comme traitement de la dysenterie bacillaire l‘administration, des
I‘apparition des premiers symptémes, de cultures actives du microbe bactériophage »
[14]

Il étudiera aussi les selles de patients atteints de la fievre typhoide et il en viendra
a la méme conclusion: «la coincidence constante de l'apparition de ce pouvoir
antagoniste avec le début de la guérison, il est difficile de ne pas y voir une relation de
cause a effet » [15]

L’étude de la typhoide et de la dysenterie chez ’homme permit a d’'Hérelle d’établir
le réle du bactériophage au cours de la maladie. Il y voit une thérapeutique
antibactérienne révolutionnaire. En effet, au début du XXéme siécle, les infections
bactériennes étaient nombreuses et I'issue souvent fatale. D’autre part, 'absence de
moyen de lutte efficace contre les bactéries lors de la Premiere Guerre Mondiale
exacerbera cette situation. Ce nouveau moyen thérapeutique mena d’Hérelle a vérifier
ses expériences chez I'animal afin de confirmer ses observations.

En 1919, une épidémie mortelle touchait principalement les gallinacées en France.
Il s’agissait d’'une maladie importée des Etats-Unis et connue sous le nom de « fowl
typhoid » et dénommée en France sous le terme de « typhose aviaire ». Cette maladie est
due a une bactérie nommée « Bacterium sanguinarium » [16]. En étudiant les selles des
poules infectées, il remarqua les mémes faits similaires qu'’il avait observés lors des cas
de dysenteries ou de typhoides humaines, a savoir la lutte entre une bactérie et un
microbe bactériophage. 11 démontra ainsi qu’il s’agissait d'un phénomeéne d’ordre
général.

Au cours de cette étude, il observa qu’au méme titre qu'une poule infestée propage
la maladie via ses déjections, une poule infestée au départ mais devenue convalescente
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grace a I'acquisition d’'un bactériophage, répand ce dernier a '’ensemble du poulailler via
aussi ses déjections, et permet ainsi de diminuer I'épidémie jusqu’a I’étouffer. Il affirma
ainsi a partir de ses recherches que « I'immunité est contagieuse au méme titre que la
maladie elle-méme. » [17]

Dans cette optique, pour apporter une preuve scientifique de I'immunisation, il
entreprit des expériences in vivo chez les animaux en les immunisant par
I'administration de culture de bactériophage actif contre le germe responsable de la
maladie. Sa premiére expérience in vivo fut faite sur des poules en milieu épizootique
afin de les immuniser contre la typhose aviaire. Les expériences furent menées sur
vingt-cinq poulaillers. L’injection du bactériophage « anti-gallinarum » entraina le
rétablissement des poules atteintes de la typhoide aviaire. Pour les poules saines, elles
furent immunisées et I'épizootie sévissant dans chaque poulailler fut enrayée. [18]

C’est le début de la phagothérapie.

Ces premieres expériences sur les animaux furent complétées par d’autres et
notamment par 1'étude de «le Barbone », maladie touchant les bovins et les buffles
domestiques. Mais cette fois-ci, les expériences furent menées sur des animaux sains,
c’'est a dire en milieu non épizootique. Cest en travaillant sur la septicémie
hémorragique du buffle (le Barbone) due a une bactérie du genre pasteurella, que
d’'Hérelle explique le phénoméne d'immunisation en mettant en évidence que l'injection
de culture du bactériophage confére a I'animal deux sortes d'immunité :

1-  «l'immunité hétérologue »
2-  «l'immunité homologue »

Pour comprendre le principe immunisant de d’Hérelle, il faut déja mentionner ce
que contient une culture de bactériophage. Pour d’Hérelle une culture de bactériophage
renferme : « 1° des ultra-microbes bactériophages

2° des substances solubles contenues dans le milieu de culture, substances
solubles provenant des corps des bactéries aux dépens desquelles se sont développés les
ultra-microbes, puis les lysines sécrétées par ces ultra-microbes et qui restent dans le
milieu une fois la lyse terminée; enfin éventuellement, des anti-lysines de défense
sécrétées par les bactéries » [19]

Il remarque qu’en injectant une culture de bactériophage contre le Barbone chez
un animal sain, c’est a dire exempt de la bactérie pathogene du genre pasteurella, le
bactériophage s’élimine rapidement (en un ou deux jours). En effet, en I'absence de
bactéries, le phage ne peut se multiplier. Ainsi I'animal perd son immunité et redevient
sensible a la maladie. Cependant, il reste sensible jusqu’a la mise en place de sa propre
immunité qui se développe sous l'influence des substances solubles qui étaient présents
dans la culture de bactériophage injectée dans I'animal. Dés que cette immunité est mise
en place, 'animal redevient réfractaire a la maladie.
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D’Hérelle conclura par: «L’injection de culture de bactériophage confere a
I'animal : 1° Une immunité hétérologue uniquement due a la présence dans l'organisme
des ultra-microbes bactériophages virulents vis-a-vis de la bactérie (..), qui assure la
destruction des bactéries des leur introduction dans I'organisme. Cette immunité cesse
aussitot que ces ultra-microbes ont été éliminés de l'organisme. En l’absence de
réinfections fréquentes qui leur permettent de continuer a se multiplier dans
I'organisme en gardant leur virulence pour la bactérie en cause, ce qui est le cas pour les
expériences réalisées en milieu indemne, cette élimination est rapide.

2° Une immunité homologue ou organique, provoquée par une réaction de
I'organisme de I'animal sous 'influence des principes solubles contenus dans la culture
du bactériophage injectée ; cette immunité organique se caractérise principalement par
I'apparition dans le sang d’'un principe immunisant extrémement puissant qui est
vraisemblablement une anti toxine » [19]

Ainsi, d’apres d’'Hérelle le phénomene d'immunisation se déroule en deux étapes.
La premiere étape est I'immunité hétérogene a I'origine d’une protection immédiate et
dans laquelle le bactériophage a un roéle actif. La deuxieme étape est I'immunité
homologue a l'origine d’'une immunité acquise et dans laquelle le bactériophage a un
réle passif. [20]

Cette immunisation par l'administration de culture de bactériophage sur des
animaux sains lance les prémices de la phagoprophylaxie. De plus, grace a ces travaus, il
observa que la phagothérapie pouvait s’étendre a d’autres maladies et non pas
seulement celles liées a I'intestin.

Apres des essais positifs chez ’animal, d’'Hérelle fit des essais chez 'homme. En
1921, il réalise des expériences sur sept enfants atteints de dysenterie bacillaire. Avant
I'administration de ces cultures de bactériophage anti shiga chez les enfants, il
s’'assurera sur lui-méme et sur son entourage de l'innocuité de ces cultures en les
ingérant et en se les injectant. Aucune réaction, qu’elle soit locale ou générale, ne fut
observée. L'innocuité étant démontrée, il put commencer ses recherches sur les enfants.
Il ne fit les expériences que sur des patients dont la maladie était bien présente et
prouvée par l'isolement du bacille pathogene. Il observa, apres leur avoir fait ingérer
deux millilitres de culture de bactériophage anti shiga, la disparition de selle sanglante
avec 'amélioration en paralléle de I'état des patients au bout de 24h [21]. D’'Hérelle
venait de montrer que l'ingestion de cultures de bactériophage exercait une action
curative chez 'homme et donna ainsi un élan mondial a la phagothérapie.
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Figure 3 : Portrait de Félix d’Hérelle [97]

4. De l'’essor de la phagothérapie au déclin

Au début du XXeme siécle, les moyens thérapeutiques capables de lutter contre les
infections bactériennes étaient quasi nuls. La découverte du premier antibiotique, la
pénicilline, ne date que de 1929 et l'utilisation des antibiotiques ne fut largement
répandue qu’a partir de la Seconde Guerre Mondiale. Pour ces raisons, la phagothérapie
connut un retentissement mondial, passionnant le monde scientifique pour cette
nouvelle médication.

De ce fait, d’autres essais thérapeutiques furent mis en application. Entre autres,
en Belgique, en 1921 Bruynoghe et Maisin ont été les premiers a appliquer le
bactériophage dans les infections a staphylocoque sur six patients atteints d’anthrax ou
de furoncle. Les effets se manifesterent rapidement, entre 24-48h, avec la disparition
des lésions. Au vu de ces résultats, ils envisagerent ce traitement pour d’autres lésions
causées par le staphylocoque [22].

L’année suivante, Beckrerich et Hauduroy employérent le bactériophage dans le
traitement de la fievre typhoide et paratyphoide. Mais leurs essais furent mitigés, sur
cing cas de typhoide deux cas décéderent. Mettant en cause leur protocole
(administration trop tardive du bactériophage), ils révélerent cependant une
coincidence déroutante entre 'administration du bactériophage et une amélioration de
I'état des patients dans les autres cas. Ils préconiserent de généraliser la phagothérapie
au plus grand nombre de cas possibles. [23]

En paralléle, I'isolement de plusieurs bactériophages notamment par d’Hérelle,

permit le développement de traitements spécifiques contre les bactéries a 'origine de
plusieurs maladies a travers le monde.
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Bien que le succes d’Hérelle ait eu un retentissement international, la nature du
bactériophage resta fort longtemps discutée. Des 1920, un courant d’opposants a sa
théorie virale apparut et certains sont allés jusqu'a remettre en cause la paternité de la
découverte du bactériophage. Plusieurs hypotheses furent émises mais peuvent étre
regroupées en deux écoles. La premiere rassemble ceux qui pensaient que le
bactériophage était un microorganisme vivant, la seconde regroupe ceux qui clamaient
que la substance lytique était de nature diastasique.

La plupart des hypotheses émises a I’encontre de la nature virale du bactériophage
furent réfutées par d’Hérelle dans la version anglaise de son livre « le bactériophage, son
réle dans I'immunité ». Les quatre grandes principales hypotheses contre la nature
virale du bactériophage sont :

Pour Salimbeni comme pour d’Hérelle, la bactériolyse était bien due a un
organisme vivant. Mais a la différence de d’Hérelle, Salimbeni démontra que le
microorganisme était de nature mycosique car ce dernier sporulait. Ces spores avaient
la capacité de traverser le filtre de Chamberland grace a leur tres petite dimension. Il les
observa méme au microscope aprés coloration: il vit: « un certain nombre de petits
corpuscules ronds ou légerement allongés et qu’'on remarque assez facilement a cause
de leur réfringence particuliere ». [24], [25]. De ces observations, il en déduisit qu'il était
en présence de « myxamibe» c’est a dire une forme appartenant au cycle de
reproduction des champignons de la classe des myxomycetes. Ces myxamibes sont des
cellules qui se nourrissent de bactéries et seraient donc a 'origine de la lyse bactérienne
observée par Salimbeni. Il proposa d’appeler sa découverte « Myxomyces shigaphagus ».

D’Hérelle pratiqua la méme expérience que Salimbeni mais il n’a jamais distingué,
a aucun moment et quel que soit le grossissement, le microorganisme actif contre le
shiga. Il observa certes des points réfringents comme Salimbeni mais il était impossible
d’en déterminer la nature. Il observa seulement les phases successives du bactériophage
sur la bactérie. [26] [27]

Selon Kabeshima, il s’agirait d'un simple phénomene de digestion. Pour lui, il faut
un catalyseur et une prodiastase pour que la lyse bactérienne puisse se produire. En ce
qui concerne la prodiastase, elle serait fournie par les bactéries. Pour ce qui est du
catalyseur, Kabeshima le nomme « Ferment d'immunité bactériolysant ». Il proviendrait
de l'organisme qui est infecté par la bactérie pathogéne. Au contact des bactéries
pathogénes dans l'organisme, certaines glandes localisées dans le tube digestif
sécréteraient une sorte de catalyseur (« ferment ») contre les bactéries. Sous I'action du
catalyseur, les prodiastases sont activées et entrainent I'autodestruction des bactéries.
Cette action diastasique serait transmissible d’apres ses expériences. [28]
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Pour réfuter cette hypothese, d’'Hérelle évoque que le seul fait des expériences en
série in vitro suffit a contester I'hypothese de Kabeshima. Le catalyseur sécrété par les
cellules de I'individu s’épuiserait rapidement et ne permettrait pas les expériences en
série in vitro, car la dilution au cours des passages en séries ne laisserait qu'une infime
trace de ce ferment d'immunité puisque ce dernier n’est doué d’aucune machinerie pour
se multiplier et donc ne pourrait pas exercer son action. [29] [30]

C’est en travaillant sur des péritoines de cobayes qu'’ils fondent leur hypothese.

IIs injectérent dans le péritoine de leurs sujets une bactérie: Escherichia coli. Ils
laisserent agir I'immunité des sujets afin de recueillir quelques heures plus tard
I'exsudat leucocytaire. D’apres leurs expériences, en ajoutant un exsudat leucocytaire a
une bactérie de coli, celui-ci aurait une activité particuliére sur la bactérie : il modifierait
la nutrition de la bactérie. Ce détournement de la nutrition de la bactérie serait au profit
de la production d’un ferment lytique qui la conduirait inéluctablement vers la mort. Ce
ferment attribuerait donc a la bactérie un pouvoir auto-lytique tres marqué. De plus, ce
pouvoir auto-lytique serait transmissible au descendant, conférant ainsi un caractere
héréditaire au ferment. [31] [32].

Bordet et Ciuca mettront également en doute la paternité de d‘Hérelle quant a la
découverte de la lyse bactérienne et privilégieront Twort. Ce dernier avait plutét été en
faveur de la nature diastasique du phénomeéne ce qui était plus en concordance avec
leurs travaux. [33]

D’Hérelle remit en cause 'explication de Bordet et Ciuca. Dans ses expériences

passées, il avait mis en évidence que le bactériophage n’était pas spécifique d’'une espece
bactérienne mais de plusieurs, via I'accoutumance de ces derniers aux bactéries.
Or le caractére héréditaire, démontré dans I'expérience de Bordet et Ciuca, impliquait
forcément la spécificité du « principe » sécrété. Ainsi comment expliquer qu'une espéce
bactérienne influence I'hérédité d’'une autre espece bactérienne ? D’Hérelle rend donc
caduque leur hypothese en explicitant la non spécificité de I'action du bactériophage.
[30]

De plus, il reproche linconstance de leurs résultats, et il considere leurs
observations « comme un pur accident consécutif au passage occasionnel du virus
bactériophage du contenu intestinal dans la cavité péritonéale.» [132]

Bail n’écarte pas I'hypothese du microorganisme vivant, mais pour lui, il s’agirait
de petites particules dérivées de la destruction de la cellule bactérienne. Ces particules
seraient filtrables et douées de la capacité de se reproduire. De plus, ces particules
sécréteraient une enzyme lytique strictement active sur 'espece bactérienne qui I'a
produite. Il aurait isolé ce principe lytique a partir de cultures de bactériophage actives
contre la dysenterie de Flexner (Shigella flexneri).
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Pour d’Hérelle, Bail a travaillé sur des cultures contenant un mélange de
plusieurs types de shigelles et non pas que sur un seul type de shigelle (S. flexneri). Or la
stricte spécificité du principe lytique de Bail ne permet pas de valider son hypothese.
[34]

Bien d’autres encore ont réfuté la nature « vivante » du bactériophage et de son
action curative sur les maladies. Dans la plupart des hypotheses réfutées, d’'Hérelle ne
cessa de mettre en exergue les conditions non conformes des expériences. Pour lui, il
fallait des conditions indispensables pour éviter les échecs de certains travaux et
notamment vérifier que les phages utilisés soient réellement actifs contre la bactérie
responsable de l'infection a traiter.

Cette incompréhension d'une partie du monde scientifique sur la nature virale du
bactériophage est surtout due a un manque de connaissances sur les virus.
La découverte du premier virus ne date que de 1892 avec le virus de la mosaique du
tabac qui infecte les plantes de tabac. Deux hommes ont contribué a cette découverte.
Ivanovsky en 1892 qui montra qu'un extrait de feuille malade reste infectieux apres
filtration a travers un filtre de Chamberland. Pour ce dernier, 'agent responsable de la
mosaique du tabac était dii soit a une toxine de bactérie, soit a une tres petite bactérie. Il
faudra attendre 1898 avec Beijerinck pour que cet agent soit appelé « virus ». [35]

En 1932, une expérience réalisée aux Pays-Bas a mis en évidence que le principe
de Twort n’est autre que le bactériophage de Félix d’Hérelle. Ils réaliserent la méme
expérience que Twort: «nous avons réalisé le phénomene Twort consistant en
I'apparition, dans les colonies de staphylocoque, d’'une substance vitreuse composée de
fins granules colorés en rouge par le Giemsa. Cette substance se caractérise en outre par
sa stérilité, sa propagation et sa transmissibilité ». Le phénomene de Twort n’est nul
autre que celui observé par Félix d’'Hérelle [133]. Cependant cette polémique ne prit fin
qu’avec 'observation au microscope des phages.

Malgré ces conflits sur la nature des phages, I'expansion mondiale de la
phagothérapie continua son chemin.

L’un des premiers a avoir utilisé sur 'homme a grande échelle la phagothérapie est
J. Da Costa Cruz en préparant 10 000 ampoules de phages pour traiter la dysenterie au
Brésil. Au vu des résultats impressionnants, c’est a dire, un rétablissement du malade en
24-48 h, et avec un nombre d’échecs quasi nul, I'emploi du bactériophage par ingestion
est devenu un traitement de routine au Brésil [40]. La frénésie autour du bactériophage
se traduisit aussi par un grand nombre de publications. En 1932, E. W. Schultz rapporta
que plus de 1200 papiers avaient été publiés sur ce phénomeéne. [41]
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Face a cet engouement, 'industrie pharmaceutique s’empare de la production
industrielle et de la commercialisation des phages. Dans les années 30, le laboratoire de
bactériophage de Paris, fondé par Felix d’Hérelle, produisit plusieurs préparations de
phages appelés: Bacté-coli-phage, Bacté-rhino-phage, Bacté-intesti-phage, Bacté-pyo-
phage et Bacté-staphy-phage et qui étaient inscrites dans le Vidal jusque dans les années
1980.
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Figure 4 : Advertissement for phage preparations from Laboratoire du bactériophage in
Paris. France, 1936. Photograph from Dr William Summers’archive

D’autres pays suivirent le pas, comme aux Etats-Unis, notamment avec trois
grandes compagnies: E.R Squibb & Son, Lilly research laboratory et Swan-Myers
(division des laboratoires Abbott). [42]

L’exaltation fut cependant de courte durée avec la remise en question de I'efficacité
de ces productions de phages. Ces trois laboratoires américains furent 1'objet d’une
investigation menée par Margaret Straub et Martha Applebaum. De leur recherche en
découla, en 1933, un article publié dans le Journal of the American Medical Association
(= J.A.M.A). En analysant plusieurs lots de préparations de phages commerciales, elles
remarquerent que dans certaines préparations soit la quantité de phages était

insuffisante soit absente. D’autre part, la présence de phage variait d’'un lot a l'autre.
[44]
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Face a plusieurs doutes quant a la nature des phages, a des résultats
expérimentaux trop contradictoires et a une commercialisation trop précoce, il n’en
fallait pas moins pour que les autorités sanitaires prennent le dossier en main. C’est en
1934 que le « Council on Pharmacy and Chemistry » (crée en 1905 par I’American
Medical Association (AMA)) sollicita une analyse de 'ensemble des publications ayant
un rapport avec les phages. Il commissionna Monroe Eaton et Stanhope Bayne-Jones afin
d’examiner 'ensemble des publications et d’évaluer les traitements par les phages. 1l en
ressort de ce rapport publié dans le ].A.M.A que la grande majorité des articles cliniques
n’était pas suffisamment fiable, ceci étant dii a la faiblesse des contréles et au nombre de
cas trop faibles pour en faire une généralité.

De plus, la nature des phages n’étant pas clarifiée et les préparations de phages
n’étant pas purifiées, la seule action des phages ne pouvait pas étre prouvée.

Pour autant, en I'absence d’autres moyens thérapeutiques alternatifs dans les
infections bactériennes, ce rapport négatif n’a cependant pas ralenti la poursuite des
recherches. Les travaux sur les phages ne cesserent de se multiplier. C’est pourquoi en
1941, le « Council on Pharmacy and Chemistry » jugea bon de réévaluer et de mettre a
jour les travaux sur la phagothérapie. Le rapport rédigé par Albert Krueger et Jane
Scribner arriva a la méme conclusion que celle de leurs prédécesseurs.

Bien que dans les années 40, la nature virale des phages flit confirmée avec
I'avénement du microscope électronique, un troisieme et dernier rapport sur
I’évaluation des bactériophages réalisait en 1945 par le J.A.M.A, se terminera par une
interdiction de la phagothérapie sur le marché pharmaceutique américain. [42] [43].

L’observation du premier bactériophage fut permise grace a l'apparition d’'un
nouvel outil : le microscope électronique. Il fut construit en 1931 par deux allemands
Ernst Ruska (physicien) et Max Knoll (ingénieur). Cet outil permettait une meilleure
résolution que le microscope optique et offrait ainsi 'observation des virus. Ce n’est
qu'en 1939 que le premier microscope électronique a transmission commercial est
produit par la société Siemens and Halske, il fut appelé '« Hypermicroscope » [36]

La premiere observation d'un bactériophage revient a Helmut Ruska, a Pfankuch et
a Kausche en 1940. Grace au microscope électronique, H. Ruska fit 'une des premieres
observations du Bactériophage d’Escherichia coli. Apres avoir ajouté un lysat de
bactériophage a un bouillon de culture d’Escherichia coli, il observa ceci au microscope
électronique [37]:
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Figure 5 : Observation au ME x 15 000 Bactériophages concentrés autour de la bactérie,

Il observe apres I'ajout du lysat de bactériophage de Escherichia coli que la membrane de
Escherichia coli est moins dense

Figure 6 : Observation au ME x 14 000. Bactériophages autour d’'une bactérie vaguement
délimitée. Il y a destruction de la membrane bactérienne avec sortie du contenu du
cytoplasme de la bactérie

Figure 7 : Observation au ME x 14 000 : Lyse totale de la bactérie
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Quand a Pfankuch et Kausche, ils firent aussi les mémes observations mais a des
grossissements plus élevés et donnerent une taille approximative de 60 nanometres de
diametre des phages anti coli [38].

Plus tard, Helmut Ruska confirma ses observations, en remarquant que les
particules observées (phages) avaient des morphologies complexes et en 1943, il
rapporta pas moins de quatre morphologies de bactériophages et proposera la premiere
classification morphologique des phages. [39]

En dépit de la confirmation de la nature virale du bactériophage et un début tres
prometteur, la phagothérapie tomba dans l'oubli. Bien que la demande ne cessa de
croitre, la production industrielle ne suivit pas due a un manque de standardisation des
méthodes et du matériel. L'inconstance des résultats expérimentaux et le manque
d’homogénéité des préparations contribuerent grandement au déclin de la
phagothérapie. D’autre part, un nouveau moyen thérapeutique vit le jour avec la
découverte du premier antibiotique par Fleming en 1929. Cette thérapeutique fut ainsi
éclipsée de la médecine occidentale avec I'avénement des antibiotiques.

5. Du concept d’antibiose a la découverte des antibiotiques

L’antibiose est un phénomene biologique existant entre deux ou plusieurs
organismes et conduisant a la destruction de I'un d’eux.

Le concept d’antibiose est né d’observations de plusieurs microbiologistes. Mais
c’est Pasteur et Joubert qui apportéerent la premiere description de ce concept en 1877.
C’est en travaillant sur le bacille de I'anthrax qu'’ils constatérent l'effet inhibiteur des
bactéries saprophytes sur la croissance du bacille de I'anthrax. [45]

Mais le terme d’ « antibiose » ne fut introduit qu’en 1889 ainsi que le terme
« antibiotique ». Le premier a avoir utilisé ces deux termes est le mycologiste Francgois
Jean Paul Vuillemin. C’est lors d’'une conférence en 1889 a Paris, ou il discute des
concepts de « symbiose » et d’antibiose » concernant les parasites végétaux et leurs
hotes, qu’il emploie ces deux termes. Il terminera sa conférence pas une phrase
visionnaire : « L’homme, par une intervention raisonnée, dominera les maladies des
plantes, des animaux, de sa propre espece, autant qu’il connaitra les puissances
symbiotiques ou antibiotiques, qu’il doit renforcer ou neutraliser, pour que tout
s’équilibre et se régularise autour de lui. » [46]

Dans sa conférence, Vuillemin utilise le terme antibiotique comme un adjectif. Ce

dernier sera substantivé pour certains, par René Dubos, et pour d’autres, par Selman
Waksman.
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Généralement l'histoire de la découverte des antibiotiques est associée a
Alexandre Fleming. Notamment par une découverte fortuite dans son laboratoire en
1928. En étudiant la croissance des colonies de staphylocoques, Fleming s’apercut de
retour de vacances qu’'une de ses plaques de cultures avait été contaminée par une
moisissure : le Penicillium notatum. Ce qui attira I'attention de Fleming fut 'inhibition de
la bactérie par le micro organisme. Il vit dans sa découverte un impressionnant pouvoir
antimicrobien. Il décida d’étudier les propriétés du micro organisme. Via ses recherches,
il émit I'hypotheése qu'une substance sécrétée par le champignon était responsable de
I'inhibition de la croissance de la bactérie. Il appellera cette substance « pénicilline »
[47]. Cette inhibition de la croissance bactérienne par les moisissures avait été percue
32 ans plus t6t par le frangais Ernest Duchesne mais c’est Fleming qui a été le premier a
entrevoir le potentiel pour la médecine.

Malgré cette importante découverte, I'isolement de cette substance était impur,
instable et difficile a préparer. Il faudra attendre 1940, avec E.B Chain et HW Florey
pour pallier ce probleme d’extraction et de purification de la pénicilline. Cependant la
quantité de pénicilline extraite a partir de la souche de Penicillium notatum était en
quantité insuffisante pour une exploitation a plus grande échelle. Ils pallierent a ce
probléme grace au Penicillium chrysogenum qui permit de produire 200 fois plus de
pénicilline que la souche de Penicillium notatum de Fleming [48].

Ce fut le départ de la production industrielle de la pénicilline par les laboratoires
américains. Grace a cette production industrielle, la pénicilline fut mise a disposition des
troupes anglaises et américaines combattant dans le conflit de la Seconde Guerre
Mondiale.

A partir de cette date, la découverte de nouveaux antibiotiques s’enchaina. Du
milieu du XXéme siecle jusqu’a la fin de ce dernier, ce fut I’age d’or des antibiotiques.

Année de découverte

Chloramphénicol Tétracycline

Vancomycine
Streptomycine
Sulfonamides P Y | Méthicilline Céphalosporines Daptomycine

_~_  Pénicilline Erythromycine | Ampicilling— Linazolide
1530 1535 1940 1545 1950 1955 1960 1965 1570 1575 1980 1985 1990 1995 2000 2005
e e | | | ¥ ) T

- : hloramphénico Ampicilling E OMYEINE  Mantnmuming
- étra r . : A YCINE

amides paniriline \“,u. iline Céphalosporines vancomycne [
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Figure 8 : Chronologie de la découverte des antibiotiques et date d’identification de
souches résistantes correspondantes (extrait du livre « microbiologie » édition Dunod
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6. Du déclin jusqu’au regain de la phagothérapie

La Seconde Guerre Mondiale sonna le glas de la phagothérapie qui périclita au
point d’étre oubliée sauf dans une ville : Tbilissi en Géorgie.

En 1923 a Thilissi s’installe I'institut ELIAVA qui utilise pour lutter contre les
infections microbiennes la thérapie par les phages. C’est le premier institut au monde
qui se consacra exclusivement aux phages et a ses applications thérapeutiques. Le
fondateur de cet institut est George Eliava qui n’est nul autre que I'ancien éléve de Félix
D’Hérelle. On doit a ce microbiologiste une avancée importante dans les connaissances
sur le bactériophage et sur la phagothérapie.

Il rencontre pour la premiére fois Félix d’'Hérelle a I'Institut Pasteur a Paris au
cours de I'année 1920. Il est séduit par I'idée de F. d’'Hérelle d’utiliser les phages comme
moyen thérapeutique. Commence alors entre eux une collaboration sur les phages. Avec
d’Hérelle, il publiera en 1921 un article sur le « sérum antibactériophage » [49] et sur
I’ « unicité du bactériophage : sur la lysine du bactériophage. » [50]

Il collabora aussi avec Pozersky avec lequel il travailla sur I’ « action destructive
des sels de quinine sur le bactériophage de d’Hérelle ». Dans cet article, ils montreront
que la quinine a une action destructive sur le bactériophage [51].

IIs étudierent aussi ensemble I'« action de la température sur le bactériophage »
[52]. Cette influence de la température avait déja été étudiée par plusieurs scientifiques
(Kabeshima, Gratia et Jaumain, et d’Hérelle) mais personne n’était d’accord sur la
température détruisant les bactériophages. Les méthodes d’études utilisées par les
scientifiques ne menaient qu’a des réponses incompletes. Ainsi ils travaillerent tous les
deux sur linfluence de la température sur deux souches de bactériophages (le
bactériophage anti shiga et le bactériophage anti staph) et ils en vinrent a la conclusion
que « toutes les souches du bactériophage se comportent de la méme maniere vis-a-vis
de la température : chauffées au dessus de 60° elles s’atténuent plus ou moins vite
suivant I'espece bactérienne sur laquelle on les fait agir ; toutes ne sont définitivement
tuées, ou totalement paralysées, qu'aux environs de 75° C ». Aux vues de ces résultats, ils
revinrent sur le phénomeéne Twort qui décrivait que son principe était détruit a 60°C. Ils
conclurent leur article par: « le bactériophage ne cessant de manifester son action sur
les cultures bactériennes sur géloses qu’apres avoir subi la température de 75°C, il est
peu vraisemblable que celui ci soit en cause dans le phénomene observé par Twort »

[Is étudierent aussi les souches de shiga devenues résistantes a l'action de
bactériophages. Celles-ci étant devenues résistantes, car l'utilisation du bactériophage
était d’activité moyenne vis a vis du shiga. [53].

Une autre de ses collaborations, le mena a étudier la taille des bactériophages.
Avec son confrere Suarez, ils déterminerent la dimension des bactériophages en menant
plusieurs expériences d’ultrafiltration. Il en résulta que la taille du bactériophage ne
dépassait pas « 5 pm » [54].
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Eliava établit de nombreux travaux sur le bactériophage mais il ne publia que peu
d’articles. Il ne put poursuivre ses recherches car sous le régime de Staline, Eliava fut
déclaré « ennemi du peuple » et fut exécuté en 1937.

De cette époque jusqu’a nos jours, les bactériophages n’ont cessé d’étre utilisés
dans les pays de I'Est. En Occident, l'utilisation des phages dans la seconde moitié du
XXeme sjecle, se fit dans un autre domaine, celui de la biologie moléculaire et sont a
'origine de grandes découvertes. Dans les années 2000, un secteur autre que la biologie
s’'intéressa aux phages : I'agro-alimentaire.

Depuis 2006, plusieurs cocktails de bactériophages, estampillés GRAS (Generally
Recognized as safe), garantissant l'innocuité vis a vis du consommateur, ont été
autorisés par la FDA aux Etats-Unis dans le but de lutter contre une bactérie : la listeria
monocytogenes dans I'industrie alimentaire.

Comme par exemple, le ListShield™ produit par Intralytix (compagnie spécialisée
dans les biotechnologies située a Baltimore aux Etats-Unis) et le LISTEXP100™
développé par Micreos Food Safety (Compagnie située dans le Wageningen aux Pays-
Bas). Ceux sont des préparations phagiques utilisées dans I’agro alimentaire aux Etats-
Unis et au Canada. Ces préparations phagiques aident a lutter contre les contaminations
bactériennes dans I'alimentation. [55].

En Europe, 'EFSA (European Food Safety Authority = Autorité Européenne de
Sécurité des Aliments) s’est montrée plus récalcitrante quant a l'efficacité des
bactériophages et a demandé d’évaluer les bactériophages dans les produits
alimentaires. En 2012, l'organisation rend son verdict et déclare que les données
analysées n’avaient pas été concluantes quand a l'efficacité du traitement des aliments
par les bactériophages. [56].

Mais en 2014, en France, 'ANSES (Agence nationale de Sécurité Sanitaire de
I'alimentation, de I'environnement et du travail) revient sur le statut réglementaire des
bactériophages et valide les analyses et les conclusions du CES BIORISK (Comité
d’Experts Spécialisé = CES « Evaluation des risques biologiques liés aux aliments »
BIORISK) concernant I'emploi du LISTEX P100: « L’utilisation des phages dans les
denrées alimentaires d’origine animale pour lutter contre les Listeria a été validée ».
[57] [58].

Cependant depuis une dizaine d’années, I'application des bactériophages dans
I’agro alimentaire ne semble plus étre le seul champ d’application des bactériophages.
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Face a la propagation mondiale des bactéries multi-résistantes et 1'absence de
nouveaux antibiotiques, I'impasse thérapeutique devient de plus en plus fréquente et
devient un probleme majeur de santé publique.

En effet, la découverte de la plupart des antibiotiques date du XXeme siecle et
seules quelques nouvelles classes d’antibiotiques ont été découvertes au XXIéme siecle :
la daptomycine appartenant a la famille des Lipopeptides, le linézolide appartenant
quant a lui a la famille des oxazolidinone et la platensimycine appartenant a la famille
des platensimycines. De plus, la découverte de nouveaux antibiotiques dans les classes
actuelles d’antibiotiques est rare. La derniere découverte a été publiée cette année avec
la Teixobactine. Mais cela reste insuffisant face a l'augmentation des résistances
bactériennes.

D’apreés I'étude Burden menée par I'InVS, en France, on dénombre 158 000
personnes contractant chaque année une infection a bactérie multi-résistante et 12 500
en meurent. [59] [60].Si aucune mesure n’est prise, d’ici 2050, plus de dix millions de
personnes pourraient mourir chaque année a cause de I'antibiorésistance. [61]

D’apres le sous Directeur Général de 'OMS, le Dr Keiji Fukuda : « A post-antibiotic era—
in which common infections and minor injuries can kill—far from being an apocalyptic
fantasy, is instead a very real possibility for the 21st century. » [63].

La lutte contre les bactéries est une lutte sans fin, plusieurs moyens sont mis en
ceuvre pour préserver le plus longtemps possible I'efficacité des antibiotiques. La
recherche de nouveaux moyens thérapeutiques sont en cours d’élaboration et plusieurs
voies sont explorées. [136]

La premiere est la recherche de nouveaux antibiotiques. Pour cela un programme
européen a été lancé en 2012 : « New Drugs 4 Bad Bugs ». Le but de ce programme est le
développement de nouveaux antibiotiques contre les bactéries multirésistantes.

Mais aujourd’hui les antibiotiques ne sont plus la seule réponse aux bactéries
pathogénes, de nouvelles approches sont explorées.

On travaille sur les résistances bactériennes avec la recherche d’inhibiteurs contre
'action des enzymes béta-lactamases produites par certaines bactéries qui les rendent
résistantes aux antibiotiques de la famille des béta-lactamines. Un nouvel inhibiteur est
en cours d’élaboration : le NXL 104 dont I'activité est étudiée en association avec la
ceftazidime et en association avec I'aztréonam. Le NXL 104 est un nouvel inhibiteur
injectable de béta-lactamases a large spectre. Il n’est pas un inhibiteur classique (acide
clavulanique, sulbactam, tazobactam) car il n’appartient pas a la famille des béta-
lactamines. Les résultats in vitro et in vivo chez I'animal ont montré de tres bons
résultats sur les entérobactéries méme sur celles productrices de BSLE. [137]

Une autre voie est de cibler la virulence des bactéries avec la recherche
d’antitoxines dirigées contre certaines toxines bactériennes.

On essaye aussi de limiter les effets indésirables des antibiotiques. L’entreprise Da
Volterra produit le DAV132 qui permet d’éviter les effets indésirables et I'’émergence
d’infections a Clostridium difficile avec les antibiotiques. Il vise a protéger les flores
intestinales contre les antibiotiques. Le DAV132 capture les résidus d’antibiotiques dans
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le colon qui sont a I'origine des effets indésirables tout en permettant I'action des
antibiotiques au niveau de l'intestin. [138] [139]

Une autre solution a I'antibiorésistance serait la phagothérapie. Elle semble étre
I'une des possibilités futures pour vaincre les bactéries pathogénes chez I’'Homme.
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[II. Description des
bacteriophages




1. Définition du virus

Virus ou virion sont deux termes pour décrire deux états différents d'un méme
élément biologique.

La définition actuelle d'un virion nous est proposée par Lwoff en 1957 :

* [l posséde un seul type d’acide nucléique : ARN ou ADN. Les deux molécules ne
coexistent pas ensemble dans la particule virale. (Sauf le mimivirus et le
cytomégalovirus qui contiennent de ’ADN et de ’ARN)

* [l se reproduit a partir de ce seul acide nucléique par réplication et est capable de
se diviser de facon autonome

* [l présente un parasitisme intra cellulaire absolu : il détourne a son profit toute la
machinerie de synthese de la cellule héte pour survivre.

* Il aune structure particulaire et non cellulaire

Les virus sont considérés comme des éléments et non pas comme des cellules
telles que les procaryotes et les eucaryotes, car ils ne possédent ni de noyau ni de
cytoplasme. La taille des virus varie de 10 a 300 nanomeétre sauf certains virus de plus
grande taille (exemple : mimivirus, etc).

Mais la définition de virus évolue en fonction des nouvelles découvertes. En 2012,
P. Forterre parle de «cellule virale» pour évoquer tout organisme cellulaire ne
répondant pas aux caractéristiques classiques que nous connaissons : archées, bactéries
ou eucaryotes. [70]

2. Le monde du vivant

Jusqu’au début du XIXéme siecle, le monde du vivant était partagé en deux regnes :
le regne animal et végétal. Mais en 1683, grace a Leeuwenhoek, et ses lentilles de
microscope puissantes, un nouveau monde se profila devant lui : celui des organismes
microscopiques. Avec I'observation de ces nouveaux organismes, il fallait leur trouver
une place dans la classification du vivant. Ainsi un nouveau regne vu le jour, divisant le
monde du vivant en trois regnes.

La premiere classification du vivant date de 1866 avec Haeckel. Son arbre
universel du vivant séparait le monde vivant en 3 regnes : Plantae (plantes), Animalia
(animaux) et Protista (terme créé par Haeckel regroupant les micro-organismes).

Jusque dans les années 1970, les représentations de I'arbre universel du vivant
étaient basées sur des caracteres morphologiques et/ou métaboliques. Toutefois
l'utilisation des caractéres phénotypiques ou biochimiques avait ses limites surtout
lorsqu’il s’agissait de comparer des organismes tres différents.
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Figure 9 : Phylogénie extraite du Generelle Morphologie (Haeckel 1866).

Grace a I'avenement de la biologie moléculaire, un nouveau tournant se dessina
dans I'élaboration de I'arbre du vivant. Avec les travaux de Carl Woese et George Edward
Fox, ils furent les premiers a utiliser le séquencage du gene d’ARNr 16S (présent chez les
procaryotes) et celui de 'ARNr 18S (présent chez les eucaryotes) comme marqueur
moléculaire. Un nouvel arbre universel du vivant fut constitué.

Si le choix de Woese et Fox se porta sur ’ARNr 16S et 18S, un des constituants des
ribosomes, c’est parce que tous les organismes (a I'exception des virus) possedent des
ribosomes pour fabriquer les protéines qui leur sont nécessaires pour vivre.
Simplement, les ribosomes différent selon I'organisme. Woese et Fox ont séquencé ces
deux marqueurs biologiques chez divers organismes. L’analyse de ces marqueurs permit
de classer les organismes entre eux. IIs firent une découverte surprenante : le domaine
des procaryotes fut scindé en deux groupes, celui des bactéries et celui des archées.

Ces nouvelles découvertes, grace a la phylogénie moléculaire, amenérent a une
révision de I'arbre du vivant. La division du monde vivant était dorénavant basée sur les
différences des ribosomes et non plus sur le phénotype. Le monde du vivant n’était plus
divisé en trois regnes mais en trois domaines. (Le regne était dans les taxonomies
classiques, le plus haut niveau de classification des étres vivants, en raison de leurs
caractéres communs. Dans cette nouvelle classification a trois domaines, le regne est le
deuxieme niveau de classification.)
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Ainsi pour Woese et Fox, les trois domaines sont: les bactéries, les archées et les
eucaryotes (= regroupant les plantes, les animausx, les protistes et les champignons).

La génétique moléculaire révolutionna le monde de la biologie. Elle a permis la
construction d’'un arbre phylogénétique de référence dans lequel on trouve I'’ensemble
du monde vivant en partant d’'un ancétre commun: LUCA (Last Universal Common
Ancestor). [70]

Bactéries Archées Eucaryotes

Bactéries
vertes Myxomycétes
filamenteuses Amibes Animalia

Spirochétes

Fungi
Gr_a\_m Methanosarcina ¢
) o positives|  yethanobacterium Halophiles
Protéobactéries Plantae
) Methanococcus .
Cyanobactéries Ciliés
Planctomyces Thermoproteus Flagellés

Pyrodicticum

Bacteroides
Cytophaga

Trichomonades

Microsporides

Thermotoga

Diplomonades
Aquifex

Figure 10 : Arbre phylogénétique du monde vivant d’aprés Woese et al. (1990)

(Le premier arbre universel fut publié pour la premiére fois en 1985) [71]

La place des virus dans I'arbre de la vie fait débat dans le monde scientifique. Si on
définit la vie comme étant la capacité d’'un organisme a se reproduire par lui-méme,
alors le virus n’est pas un étre vivant a proprement parler. Les virus devant
obligatoirement infecter des cellules pour se multiplier, ils ne sont donc pas considérés
comme des étres vivants. Ils n’apparaissent donc pas dans 'arbre phylogénétique de la
vie.

Cependant, étant dotés a la fois des caractéristiques du vivant et du non vivant, les
virus ont été placés a la frontiere du vivant et de I'inerte. De plus, le seul critére du
parasitisme obligatoire pour placer le monde viral hors du vivant n’est pas suffisant
pour les exclure. Certaines bactéries, par exemple, les rickettsies, sont des bactéries

parasites intracellulaires obligatoires et font néanmoins parties du monde du vivant.
[72]
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Le débat du virus dans le monde du vivant est relancé en 2003 avec la découverte
d’'un nouveau virus infectant une amibe : le Mimivirus (Mimicking Microbe Virus). Ce
virus d’une taille supérieure aux bactéries avec ses 400 nanometres de diametre est le
premier virus visible au microscope optique. D’autres virus géants ont été découverts
depuis, avec le Megavirus en 2011 avec ses 700 nanometres et en 2013 avec la
découverte de deux virus plus imposants encore que le Megavirus et regroupés sous le
genre de Pandoravirus. [73]

La plupart des cellules des organismes des trois domaines du monde vivant peut
étre infectée par de nombreux virus. Les termes de bactériophage, archéovirus et virus
sont employés selon que la particule virale infecte, respectivement, des bactéries, des
Archées et des organismes eucaryotes.

Pour la suite nous étudierons seulement les bactériophages.

Grace aux méthodes de détection et de dénombrement des particules virales, on a
pu estimer que le nombre de bactériophages représentait la biomasse la plus importante
sur la Terre. IIs seraient dix a cent fois plus que les bactéries, soit une abondance évaluée
a 10730 a 10732, Aujourd’hui, environ 6000 phages ont été étudiés, mais ils ne
représenteraient que 10% de I'ensemble des phages.

Pour chaque bactérie connue, il existe au moins un phage identifié. En moyenne
pour chaque bactérie on dénombre entre 10 a 100 phages spécifiques. Les
bactériophages sont ubiquitaires, ils sont retrouvés dans tous les écosystémes, qu’ils
soient hostiles ou non. Méme l'’espece humaine ne déroge pas a la régle et héberge, elle
aussi, de nombreux phages. Les phages sont présents partout ou il y a des bactéries.

Leur role dans les écosystemes est encore mal connu. Cependant, on sait que les
phages lytiques contribuent a renouveler trés régulierement la masse bactérienne de la
planéte. Quant aux phages tempérés, ils participent aux échanges de matériel génétique
entre bactéries. [70] [74] [75]
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3. Structure et classification

Les phages ont une structure commune composée de deux éléments constants et
obligatoires :

1. Le génome, composé d’acide nucléique (ADN ou ARN), support de
I'information génétique. Il code pour les protéines de structure et les
protéines non structurales. Sa composition d’acide nucléique permet de
distinguer quatre organisations génomiques chez les phages :

ADN bicaténaire (linéaire ou circulaire)
ADN monocaténaire

ARN bicaténaire

ARN monocaténaire

La taille et le nombre de genes, qui composent le génome, dépendent de la

complexité du phage.

2. La capside, de nature protéique, assure la protection du génome des atteintes
physiques et chimiques, auxquelles le génome pourrait étre exposé. Elle
confere au phage sa forme. Elle permet sa dissémination et son interaction
avec la cellule hote. Elle est constituée de sous-unités identiques : les
protomeres. L’auto-assemblage de ces sous-unités conduit a la formation de
capsomeres. L'arrangement des capsomeres entre eux détermine
'architecture du virion.

L’ensemble capside-génome forme la nucléocapside. Des éléments
supplémentaires peuvent parfois étre observés: une queue, une enveloppe ou des
spicules. Concernant I'’enveloppe entourant la nucléocapside, elle est tres fréquente chez
les virus des cellules eucaryotes et, présente chez certains archéovirus mais elle est rare
chez les phages.
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En 1962, une premiere tentative de classification standardisée des virus fut entreprise
par Lwoff, Horne et Tournier: le systeme L.H.T. Cette classification est basée sur la
nature du matériel génétique, la symétrie de la capside, la nature de I’enveloppe de la
nucléocapside, I'absence ou la présence de I'enveloppe, le nombre de capsomeres pour
les virions ayant une symétrie cubique et le diametre de la nucléocapside pour les
virions ayant une symétrie hélicoidale [76]. Ils classerent les phages dans la famille des
«urovirales ».

Tue LHT system IN 1969

Nucleic  Capsid Naked (N)or  Helical diameter or
acid symmetry enveloped (E) no. of capsomeres

H { N S0A Inoviridae
E ? Poxviridae
12 Microviridae
32 Parvoviridae
N 42 Densoviridae
DNA C 72 Papilloviridae
252 Adenoviridae
812 Iridoviridae
E 162 Herpesviridae
B N Urovirales Phages with tail
N Rhabdovirales
H { 9% A Myxoviridae
180 A Paramyxoviridae
E Sagovirales Stomatoviridae
RNA ? Thylaxoviridae
N Gymnovirales 32 Napoviridae
c { 92 Reoviridae
? Blue tongue virus (sheep)
E Togavirales ? Encephaloviridae

Figure 11 Classification du monde viral tel qu’il était compris en 1969 [64]

En parallele a cette classification du monde viral, la premiere classification
consensuelle des phages date de 1967. Elle est faite par Bradley qui classifia les phages
en six classes selon I'aspect de leurs capsides et de la nature biochimique de leur
génome. Il les classa de A a F, le groupe A étant le plus complexe et le groupe F le plus
simple. [65]
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Figure 12: Basic morphological types of bacteriophages [65]

Nucleic acid
type

Group Description
Contractile tail 2-DNA
Long noncontractile tail 2-DNA
Short noncontractile tail 2-DNA
No tail, large capsomeres 1-DNA
No tail, small capsomeres I-RNA
No head, flexible filament 1-DNA

TMOOA®>

Figure 13: Basic morphological groups of bacteriophages with types of nucleic acid [65]

A cette époque seulement 111 phages étaient connus [66]. Cette classification fut
la base pour celles qui suivirent. Ackermann la modifia et la compléta en 1974 en
divisant les groupes en sous groupes pour une meilleure identification.

Aujourd’hui, la classification de l'’ensemble des virus est gérée par I'ICTV
(International Committee on Taxonomy of Virus). Elle reprend une partie du systeme
L.H.T. C'est ce comité qui se charge de I'établissement de la nomenclature et de la
taxonomie des virus. On identifie a I'heure actuelle plus de 5500 phages. Ils présentent
des morphologies tres variées. Les critéres de classification des bactériophages sont :

1. lanature de I'acide nucléique : ADN ou ARN, simple ou double brin
2. laforme de la capside
3. laprésence ou non d’'une enveloppe ou peplos

L’ICTV classe les virus en ordres, puis en familles puis en sous familles et enfin en

genres. A 'heure actuelle, la neuvieme édition de la taxonomie virale proposée par
I'ICTV permet de classer les phages connus en deux ordres et 18 familles. [67]
Bien que I'ICTV représente I'autorité officielle en taxonomie virale, un autre mode de
classification alternatif des virus a été établi par David Baltimore : le systeme Baltimore.
Il est complémentaire au systeme du ICTV mais il se base surtout sur le génome des
virus et sur le procédé utilisé pour synthétiser ’ARN messager et celui de la réplication
de ’ADN. [77]
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L’ordre « Caudovirale » rassemble trois des dix-huit familles des phages: Myoviridae,
Siphoviridae et Podoviridae. Ces phages caudés ont une symétrie binaire c’est a dire
qu’ils possédent une téte, de symétrie cubique, et une queue de symétrie hélicoidale. De
plus, ils ne possedent pas d’enveloppe et le génome est formé d’'une molécule d’ADN bi-
caténaire linéaire. IIs représentent plus de 96% des phages. Ils infectent les bactéries et
les archées. Le choix des noms de ces trois familles provient des propriétés de leurs
queues.

Les Siphoviridae, regroupant 61% des
Caudovirales. Ils ont une longue queue
creuse et non contractile. (exemple: le
phage A\)

Siphoviridae

Les Mpyoviridae rassemblent 25% des
Caudovirales. Ils ont une longue queue
contractile. (exemple : le phage T4)

Myoviridae

Enfin, les Podoviridae ont une queue
courte non contractile et constituent 14%

des Caudovirales. (exemple : phage T7) Podoviridae
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Podoviridae Myovirida Siphoviridae

Figure 14 : Représentation schématique des 3 familles de bactériophages composant
I'ordre des Caudovirales. c = Capside, f=fibre de queue, q=queue, pb=plateforme basales,
ep = fibres secondaire [134]

Contrairement aux phages caudés, les autres familles sont plus rares et constituent
moins de 3,7% des bactériophages. Ils sont de formes cubique, filamenteuse ou
pléomorphique. La plupart des phages possédent un ADN double-brin mais il existe des
petits groupes de phages contenant un ADN simple brin, ou un ARN simple brin ou bien
encore un ARN double brin.

Ce second ordre regroupe des virus linéaires qui infectent les archées. Il existe deux
familles dans cet ordre : 1a famille des Lipothrixiviridae et la famille des Rudiviridae. Ces
phages possedent une capside a symétrie hélicoidale (ou filamenteuse).

La famille des Lipothrixiviridae : il

s’agit de phage filamenteux flexible — =
a ADN  Dbicaténaire linéaire

possédant une enveloppe. Lipothrixviridae

La famille des Rudiviridae : il s’agit I ﬁ:
de phage en forme de tige rigide, N
non .envelopé a ADN bicatenaire Rudiviridae

linéaire
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Les 15 autres familles existantes ne sont rattachées a aucun ordre en raison de leur
extréme diversité. On les classe de maniere arbitraire par la symétrie de la capside et

par leur molécule d’acide nucléique.

Microviridae : Phage a ADN
monocaténaire circulaire non enveloppé. I
correspond a la famille des phages les plus
petits.

Corticoviridae : phage a ADN bicaténaire
circulaire superenroulé. Il possede en plus
une membrane interne riche en protéine
entourant le génome

Tectiviridae : phage a ADN bicaténaire
linéaire sans enveloppe. Il possede une
membrane interne entourant le génome.
Lors de l'infection, la membrane virale est
transformée en structure tubulaire pour
injecter le génome dans la cellule hote

Leviridae : phage a ARN monocaténaire
linéaire. Il ne posséde pas d’enveloppe.

Cystoviridae : phage a ARN bicaténaire
segmenté  linéaire  possédant une
enveloppe lipidique
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Globuloviridae : Phage a ADN bicaténaire
linéaire. Il est pourvu d'une enveloppe.
Cette famille infecte les archées.

Ampullaviridae : Phage a ADN bicaténaire
linéaire qui infecte les archées. Le nom de
la famille dérive du mot latin « ampulla »
qui signifie « bouteille » pour rappeler la
forme des virions de cette famille.

Bicaudaviridae : Phage a ADN bicaténaire
et circulaire qui infecte les archées. Il a
une forme de citron. Le nom de la famille
dérive du nom latin « bi » et « cauda » qui
signifie deux queues.

Plasmiviridae : Phage ne possédant pas
de capside, I’ADN bicaténaire circulaire est
entouré par une enveloppe lipidique

Fuselloviridae : Phage a ADN bicaténaire
circulaire. I a une forme de citron. Il
infecte les archées

Salterprovirus : Phage qui n’est rattaché a
aucune famille. Phage a ADN bicaténaire
linéaire. Il infecte les archées

Guttaviridae : Phage a ADN bicaténaire
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Inoviridae : Phage a ADN monocaténaire circulaire. Absence d’enveloppe. Le phage est
un filament flexible.

[67]

Les phages qui nous intéressent pour la phagothérapie, sont ceux qui infectent les
bactéries, c’est a dire :

Ordre Famille Acide nucléique

Caudoviridale Myoviridae ADN double brin
Siphoviridae
Podoviridae
Corticoviridae ADN double brin
Tectiviridae ADN double brin
Plasmaviridae ADN double brin
Inoviridae ADN simple brin
Microviridae ADN simple brin
cystoviridae ARN double brin
leviviridae ARN simple brin
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4. Les types d'invasions du bactériophage

Les bactériophages étant des parasites obligatoires, ils détournent la machinerie
cellulaire de la cellule hote pour pouvoir se répliquer. Il existe trois formes de cycles
infectieux [68]:

Le cycle lytique : il aboutit a la production de virus. Le bactériophage est dit
virulent. Il provoque la lyse bactérienne apres s’étre multiplié afin de libérer
les virions.

Le cycle lysogénique: il n'y a pas de production virale mais il y a une
persistance du génome viral (ou prophage) dans la bactérie. On parle de
phages tempérés. Le génome viral peut persister sous deux formes :

» Soit intégré au chromosome bactérien : c’est la lysogénie. C’est la forme
la plus fréquente

» Soit sous forme épisomique (plasmide), il n’est pas intégré au
chromosome bactérien: on parle de pseudo- lysogénie. Cette forme peut
étre interprétée comme un état de non choix entre un cycle lytique et
un cycle lysogénique. Cette forme est due le plus souvant a une
détérioration de l'activité métabolique bactérienne interrompant le bon
déroulement d'un cycle lytique. Le cours de ce cycle sera repris lorsque
I'activité métabolique bactérienne sera restaurée. Mais ce cycle reste
encore mal compris.

Remarque : sous l'influence des facteurs environnementaux, le cycle infectieux peut
changer. Un phage tempéré pourra opter pour un cylce lytique.

Le cycle chronique : il est beaucoup plus rare. Les particules virales produites
lors de ce cycle infectieux sont libérées par bourgeonnement a travers la
membrane bactérienne : il n’y a pas de destruction bactérienne pour libérer
les virions.
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Figure 15 : Schémas des différents cycles infectieux des bactériophages.

Seuls les phages virulents sont utilisés en phagothérapie, car a 'issue du cycle
lytique, il y a destruction de la bactérie. Cette propriété lytique confere ainsi un potentiel
d’utilisation comme agent antibactérien. Nous étudirons ainsi seulement les phages
lytiques. La description du cycle lytique se base sur le modele du phage T4, un des
phages les plus étudiés en laboratoire. Il appartient a la famille des Myoviridae
appartenant a l'ordre des Caudovirales, ordre représentant la majorité des phages
connus a ce jour.
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Le phage T4 est un phage caudé ayant une symétrie binaire avec une téte et une
queue. Les dimensions de la téte du phage T4 sont a peu prés de 86 nm de large et de
120 nm de long.

La capside de forme icosaédrique est composée de plusieurs protéines :

» trois protéines essentielles : la protéine gp 23 appelée MCP pour Major Capside
protéine. La protéine gp24 qui constitue la protéine des sommets et la gp 20
constituant la protéine portail ou portale qui permet d’attacher la capside a la
queue contractile et a travers lequel I'’ADN phagique pénetre lors de
I’encapsidation et sort lors de 'infection.

» Deux protéines non essentielles: la protéine Hoc pour « Highly immunogenic
outer capside » et la protéine Soc pour « Small outer capsid » qui se lient a la gp
23 pour renforcer la structure de la capside

La capside renferme un ADN bicaténaire linéaire qui est autour de 170 kb entouré
de petites protéines comme par exemple la protéine alt. A cette capside est fixée une
queue contractile via un collier. La queue mesure environ 115 nm et est constituée de
deux structures : la structure externe, une gaine contractile composée de la protéine gp
18, et la structure interne de la queue constituée de la protéine gp 19. Sur la queue se
situe entre autres des éléments essentiels a I'arrimage du phage sur une bactérie : des
fibres (LTF, long tail fibers), des crochets (STF, side tail fibers) et une plaque basale.

Collier
Tube central

Gaine héhcoigale

Plaque basale
hexagonale

Crochets
de ia queve

Figure 16 : D’apres (Biologie marine, 2006). Le bactériophage T4.

Phage T4 virulent appartenant a la famille des Myoviridae, se compose d'une téte comportant une capside
polyédrique et un ADN double brin, d’'une queue sur laquelle se situent entre autres des éléments essentiels a
I'arrimage du phage sur une bactérie : des fibres (LTF, long tail fibers), des crochets (STF, side tail fibers) et
une plaque basale.
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La plupart des différentes étapes du cycle des phages sont communes a tous les
virus: adsorption, séparation de l'acide nucléique de son manteau protéique,
I'expression et la réplication de I'acide nucléique, I'assemblage du virion, la libération et
enfin la contamination.[70]

L’adsorption est la premiere phase du cycle d’infection d'un phage. Cette
adsorption se fait en deux temps.

Dans un premier temps, I'interaction entre le virus et la cellule est réversible et est
caractérisée par des liaisons faibles et réversibles. Ce contact permet au phage de se
déplacer sur la surface de la cellule héte afin de trouver des sites spécifiques
(récepteurs) de liaison. Lors de la rencontre d’un site spécifique, I'intéraction devient
irréversible entre le virus et la cellule et constitue ainsi le deuxieme temps: celui de
I'adsorption.

La nature des récepteurs varie en fonction du phage et de la bactérie infectée, il
s’agit de différentes molécules exposées a la surface cellulaire. Chez les bactéries gram
négatives, les récepteurs peuvent étre des composants du lipopolysaccharide (LPS)
(exemple : phage T4 infectant Escherichia coli B) ou des protéines de la membrane
externe (exemple: porine OmpC pour T4 infectant Eschérichia coli K12). Chez les
bactéries gram positives, les phages reconnaissent les acides teichoiques (constituants
du peptidoglycane ou de la membrane plasmique). D’autres phages reconnaissent les
polysaccharides de la capsule présentes chez certaines bactéries gram négatives ou
positives (la capsule est un élément inconstant de la structure des paroies bactériennes.
Elle est de nature polysaccharidique sauf chez le Bacillus anthracis ou elle est constituée
de polypeptide). Pour terminer, d’autres phages reconnaissent les protéines des pili ou
celles des flagelles. Le couple récepteur cellulaire- déterminant phagique de
reconnaissance détermine la « spécificité d’hote ».

L’adsorption du phage T4 implique plusieurs structures de la queue. La fixation
du phage commence par le contact d’une fibre caudale longue (LFT = Long Tail fibers) de
la queue avec le récepteur cellulaire. A mesure que le contact s’établit avec les six fibres
caudales longues, il se produit un changement de conformation de ces fibres permettant
a la plaque caudale de s’approcher de la surface cellulaire. Lorsque la plaque basale est
bien déposée sur la surface cellulaire, de nouvelles fibres vont s’accrocher sur la paroi
cellulaire : ce sont les six fibres caudales courtes (STF = Side tail fibers). Il se produit
ainsi un changement de conformation de la gaine. La gaine se réorganise et se racourcit.
La plaque basale contient une protéine possédant une activité de lysozyme entrainant la
perforation de la paroi bactérienne, facilitant ainsi la pénétration du tube central du
phage a travers la paroie bactérienne. L’ADN est expulsé de la téte du phage a travers le
tube de la queue et pénétre ainsi dans la cellule hote. Le temps d’adsorption du
bactériophage T4 est de 'ordre d’'une minute, mais ce temps varie en fonction des
phages.
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(a) Arrivée (b) Fixation {c) Contraction de la queue (d) Pénétration (e) Injection
et percement de I'ADN

Figure 17 : adsorption et injection de I'ADN du phage T4 [79]

Le génome du phage, une fois dans le cytoplasme de la cellule hote, doit étre
transcrit et répliqué pour permettre la synthese des protéines nécessaires a son
développement. Pour cela, il détourne le métabolisme de la cellule héte a son profit. Le
phage T4 a un ADN bicaténaire linéaire, ce dernier servira de matrice pour la synthese
des ARN messagers qui seront traduits pour produire les protéines virales dont le but
est la formation de nouveaux virions.

Une fois 'ADN du phage dans la cellule hoéte (Escherichia coli), différents
mécanismes de défense bactérienne tentent de stopper I'infection. Chez Escherichia coli,
et chez les bactéries en général, les stratégies de défense contre la présence d’ADN
étranger sont leurs nombreuses enzymes de restrictions. Le phage T4 détourne cette
défense grace a une particularité dans la composition de son génome.

En effet, le phage utilise le méme moyen que la bactérie pour que son génome ne
soit pas clivé par ses propres enzymes de restriction. La bactérie fabrique une enzyme
appelée méthylase qui reconnait aussi les sites de restriction sur le génome, mais a la
différence de I'enzyme de restriction, elle ne coupe pas I'’ADN mais le modifie en lui
rajoutant un groupement méthyle sur un ou plusieurs nucléotides du site de restriction.
Cette méthylation empéche ainsi la coupure par I'’enzyme de restriction.

Le génome phagique T4 possede des cytosines qui vont pouvoir étre
hydrométhylées, (la cytosine étant la seule base pouvant étre méthylée), et empécher
ainsi 'action des enzymes de restrictions bactériennes.

Une fois les systemes de défenses contournés, ’ADN du phage est protégé dans la
cellule hote. Le phage T4, qui ne code pas d’ARN polymérase, va prendre le contréle de
I’ARN polymérase de la cellule afin de débuter la synthese de son ARN messager. La
transcription est divisée en trois étapes :

» Transcription des ARN messager précoces

» Transcription des ARN messager intermédiaires
» Transcription des ARN messager tardifs

56



Les génes du phage T4 possedent des promoteurs semblables a ceux d’Escherichia
coli et permettent ainsi la transcription des genes du phage par ’ARN polymérase de la
cellule. Au début de I'infection, il y a une compétion entre la transcription des génes
phagiques et ceux de la cellule héte. Pour que ’ARN polymérase choisisse
préférentiellement de trancrire les genes phagiques, le phage dispose de la protéine
« alt »(altération) présente dans la capside du phage. Elle est injectée dans la cellule hote
en méme temps que le génome du phage. Cette protéine modifie 'une des sous unités de
I’ARN polymérase en ajoutant un ADP-ribosyl sur une des deux sous unités alpha de la
polymérase. Cet ajout permet d’'inhiber la transcription des génes de la cellule héte au
profit du phage et de transcrire 'ARN messager viral.

Cet ARN messager viral est appelé ARN messager précoce car il est transcrit avant
la synthése de I’ADN du phage (réplication). Cet ARN messager précoce dirige la
synthese des protéines et des enzymes nécessaires au détournement du métabolisme de
la cellule hote. Certaines des enzymes précoces dégradent 'ADN de I'hote en nucléotides
fournissant ainsi le matériel de base de la synthese de '’ADN viral.

Durant la période précoce de transcription, des facteurs phagiques vont étre
produits pour déclencher apreés deux ou trois minutes d’infection la phase de
transcription intermédiaire. Durant cette phase, il y aura I’expression des genes codant
pour les protéines de la réplication, par exemple la T4 polymérase ou bien des protéines
comme la UvsX impliquée dans la recombinaison.

Puis vient ensuite au bout de 12 minutes, la transcription des genes tardifs qui
créent les protéines nécessaires a 'assemblage des particules virales. L’ARN tardif dirige
la synthese de trois sortes de protéines: les protéines de structure du phage, des
protéines qui facilitent I'assemblage du phage et des protéines impliquées dans la lyse
cellulaire et la libération des phages.

La réplication de I'ADN du phage est initiée a partir des origines de réplication
présentes dans le génome du phage. L’ADN du phage T4 est linéaire double brin et porte
a ses extrémités des séquences de bases répétées qui ont pour fonction de protéger le
génome et donc I'intégrité du matériel génétique.

Lors de la réplication de 'ADN linéaire double brin, ses extrémités ne peuvent étre
répliquées que s’il y a la présence d'une machinerie spéciale: la télomérase. Or,
Escherichia coli n’en possede pas car son génome est circulaire, et le gene du phage T4
n’en code pas non plus. Ceci implique, que la réplication de ’ADN du phage T4 laisse une
partie 3’OH simple brin a I'extrémité de ’ADN linéaire répliqué. Le phage A, lui a résolu
le probléme par la circularisation de son ADN deés le début de 'infection.

Pour le phage T4, ce dernier a recours a la recombinaison homologue. La
réplication et la recombinaison chez le phage T4 se font quasi simulatément et sont
intiment imbriquées. Ces extrémités 3’'0OH simple brin vont s’apparier sur une séquence
double brin homologue. Cette séquence double brin peut-étre trouvée soit a I'extrémité
de la méme molécule soit a I'intérieur d'une autre molécule d’ADN phagique. Cette
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recombinaison est permise grace a l'existence de séquences redondantes dans les
molécules d’ADN phagique.

Au point d’invasion se forme une structure Y avec une boucle (D-loop). La
réplication peut ainsi se poursuivre. Ce mécanisme d’appariement -recombinaison -
réplication conduit a la formation de longues structures branchées contenant une
dizaine de génomes de phage appelés concatémeres. Ces derniers seront clivés et
encapsidés au cours de la phase tardive de la transcription. Chaque descendant a une
unité génomique qui commence par un gene différent mais si le génome de chaque
phage était circularisé, la séquence des genes de chaque phage serait la méme.

ABCDEABCDEASB EABCDEABCDEABCDEABCDEA
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Figure 18 : Formation de concaténats pendant la réplication du génome T4 [79]
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L’assemblage du phage T4 est un processus complexe, il est divisé en trois voies :

» L’assemblage de la téte (procapside en capside)
» L’assemblage de la plaque basale et de la queue
» L’assemblage des fibres de queue

La formation de la procapside :

la téte du phage est formée sur la membrane interne d’Escherichia coli. Chez la
plupart des phages, la protéine majeure de la capside (gp 23 pour T4) ne peut pas
s’auto-assembler en capside. Il est nécessaire d’avoir la présence d'un complexe
initiateur. Ce complexe est composé de la protéine portail ou portale (gp 20), de
multiples copies de la protéine majeure de capside (gp 23) et de multiples copies de la
protéine d’échafaudage. Chez le phage T4, I'absence de la protéine d’échafaudage
conduit a la formation de virions non viables pour la suite de 'assemblage. Apres la
formation de la procapside, les protéines d’échafaudages sont éliminées (elles sont
découpées par une protéase du phage et éliminées avant I’encapsidation du génome).

Le transfert de 'ADN phagique est assuré par un complexe enzymatique appelé
terminase. Ce complexe est constitué de deux sous-unités :

» Une sous unité appelée petite terminase (gp 16) qui reconnait 'ADN a
encapsider

» Une sous unité appelée grande terminase (gp 17) qui est une sous unité
catalytique dont I'activité ATPase fournit I'énergie pour transporter I’ADN
dans la capside a travers la portale ou portail. Elle possede également une
activité DNAase qui clive les concatémeres d’ADN produits lors de la
réplication de I’ADN viral, permettant 'entrée d’'une unité de génome dans
chaque capside.

Ce complexe est arrimé a la procapside grace a l'intéraction de la protéine gp 17
avec la protéine gp 20. La terminase, compléxée au portail (ou portale), se décroche une
fois 'empaquetage de I’ADN terminé. Une fois la procapside remplie d’ADN viral on ne
parle plus de procapside mais de capside.

Cette capside se combine ensuite spontanément avec la queue assemblée (plaque
basale, tube de la queue entouré de la gaine, et les fibres de la queue) pour terminer
I'assemblage du virion.

Une fois les virions arrivés a maturation, ils se libérent. Cela nécessite le
franchissement de l'’enveloppe cellulaire d’Escherichia coli. Ce processus se produit
lorsqu’il y a suffisamment de particules virales assemblées. La lyse nécessite la présence
de deux protéines : une holine et une endolysine.
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La holine est une petite protéine hydrophobe qui dépolymérise la membrane
bactérienne pour former des pores a travers lesquels passe 'endolysine. L’endolysine
est un lysosyme qui dégrade la paroi bactérienne. Ces événements entrainent ainsi
'éclatement de la cellule bactérienne et la libération d’'une centaine de nouveaux phages
en moyenne.

Un cycle complet dure quelques minutes ou au plus une heure en fonction du
phage. De plus, le cycle étant plus rapide que la reproduction bactérienne, cela laisse peu
de chance a la population bactérienne de survivre.

Ainsi les nouveaux phages libérés dans le milieu rencontrent les bactéries voisines
conduisant a la mort de ces derniéres. De ce fait, le nombre de phages augmente tandis
que celui des bactéries diminue. En I'absence de bactérie, le processus s’arréte et le
phage est éliminé puisqu’il ne peut plus se reproduire sans son hote.
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Figure 19 : Etape du développement intracellulaire. Modéle du bactériophage T4 [70]

1, Injection
\( de 'ADN Chromosome
@ e de I'héte

“ < Synthése des ARNm précoces

Formation Dégradation de
des virions ADN de I'hdte

Rempiissage Synthése de I'ADN du phage

des tétes
‘ E/w*\) 12 min Bl ‘ «\ y
Construction des tétes G:'_n,, Synthése des ARNm tardifs

(a) et des queues 9 min

Figure 20 : Cycle lytique du bactériophage T4 [79]
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Les premieres étapes du cycle lysogene sont identiques au cycle lytique.
Cependant, I’ADN viral du phage tempéré introduit dans le cytoplasme est tranformé en
prophage, c’est a dire que I’ADN viral s’integre au génome bactérien grace a une
intégrase virale. (Pour certains phages, il est conservé sous forme de plasmide dans la
cellule hote). Le prophage reste dormant et il est répliqué en méme temps que le
génome bactérien, c’est a dire, a chaque division cellulaire. Il est ainsi transmis aux
descendants bactériens.

Ces phages conferent ainsi de nouvelles propriétés, bénéfiques ou non, a la
bactérie infectée. La cellule infectée est appelée cellule lysogene. Dans cette cellule, la
voie lytique du virus est réprimée par l'action d’'un répresseur codé par le prophage.
Cependant, suite a des facteurs externes, le génome du phage peut s’exciser. Le phage
libéré débute un cycle lytique, avec production de nouveaux virions et conduisant la
cellule bactérienne a la mort.

Ces phages tempérés ne sont pas utilisés en thérapeutique car il sont de potentiels
vecteurs de genes dangereux pour le malade. En effet, au moment de l'excision du
génome du phage, il « prend » de maniere aléatoire une partie du génome hote pour
infecter d’autres bactéries phylogénétiquement proches. Cet échange d’information et
de carateres entre bactéries est appelé transduction.

Ce qui permet de distinguer un phage lytique d’'un phage tempéré, c’est 'absence
d’intégrase dans le phage lytique. Grace au séquencage du génome du phage,on peut dire
si oui ou non il y a présence d’intégrase. On pourra aussi rechercher I'absence de gene de
virulence.

5. La pharmacologie

La pharmacocinétique étudie le devenir d’'une substance apreés son administration dans
I'organisme, c’est a dire, « ce que fait 'organisme a un médicament ». Elle comprend
quatre étapes :

» L’absorption: la substance doit traverser les membranes biologiques pour
pénétrer dans la circulation systémique.

» La distribution: la substance se retrouve dans la circulation systémique sous
forme libre ou sous forme liée et va migrer dans les différents tissus.

» Le métabolisme : la substance est transformée par le systéme enzymatique de
I'organisme.

» L’excrétion : la substance est élimée par I'organisme soit sous forme inchangée
soit sous forme d’un ou plusieurs métabolites.

A T'heure actuelle, il existe peu d’études qui explorent la pharmacocinétique des
préparations thérapeutiques des phages.
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Quelques travaux ont mis en évidence la présence de phage dans la circulation
sanguine = phagémie. Le passage du phage a travers la barriere gastro-intestinale, est
appelé « translocation phagique ».

Chez les animaux, plusieurs études ont été faites. En 1921, Bordet et Cuica,
injectent sous la peau d'un cobaye un liquide lytique (contenant le bactériophage anti B.
coli). Ils réalisent 7 heures plus tard une saignée du cobaye. Le sérum recueilli empéche
le développement de B. coli mettant ainsi en évidence le passage du phage dans le sang
alors que ce méme sérum avant l'injection n’inhibait pas la croissance de B. coli. [82]

En1958, Keller et Engley ont observé que les phages introduits dans le tube
digestif des souris étaient retrouvés cinq minutes apreés dans le sang, bien que la
quantité de phages récupérée a partir du sang était variable entre chaque souris.

Une autre, menée par Hoffmann en 1965, a montré que 'administration par voie
rectale de bactériophages permettait une phagémie élevée chez les animaux. La
phagémie était aussi élevée qu’apres une injection de phage par voie intramusculaire,
mais le pic plasmatique était obtenu apres cinq minutes par voie rectale contre quinze
minutes par voie intramusculaire.

Chez 'homme, tres peu d’études ont été menées. En 1987, Weber Dabrowska a
observé la présence de phages dans la circulation sanguine chez les patients au 10¢me
jour de traitement par voie orale. Sachant qu’avant le traitement par les phages aucun
bactériophage n’avait été détecté chez ces patients [83].

Il a été montré que la translocation des phages chez les sujets malades était plus
élevée que chez les sujets sains. La perméabilité de la barriere intestinale est plus
importante chez les malades et permet donc un passage des micro-organismes plus
importante [83].

Concernant les traitements topiques, I'étape d’absorption n’est pas une étape
limitante puisque les phages sont directement appliqués au niveau des tissus infectés.
L’administration topique comprend aussi l'administration des phages par voies
pulmonaires grace a l'utilisation de formes inhalées. Les phages sont sous forme de
poudre seéche et sont propulsés au niveau de I'appareil pulmonaire grace a un inhalateur.

Les phages peuvent circuler dans le sang des sujets malades comme dans celui des
sujets sains. Le temps nécessaire pour passer la barriere gastro-intestinale vers la
circulation sanguine est variable. Mais a I'’heure actuelle, les études ne sont pas
suffisantes pour expliquer le mécanisme d’absorption per os. Cette voie est intéressante
car elle est non invasive et bien acceptée par les patients. L'un des problemes réside
dans I'étape de translocation des phages, c’est a dire la proportion des phages a pouvoir
traverser cette barriere gastro-intestinale. L’autre probléme est l'inactivation des
phages par l'acidité importante du suc gastrique. D’'Hérelle a montré que la lyse
bactérienne nécessite un pH alcalin. Le phage n’est pas pour autant détruit car si on
neutralise ou alcalinise légerement le milieu, le phénoméne de lyse bactérienne se
produit. [89] Une administration per os nécessiterait une alcalinisation préalable de
I'estomac par exemple avec I'administration de bicarbonate de soude qui neutraliserait
cette acidité gastrique. On pourrait aussi faire des comprimés ou des gélules gastro-
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résistants de bactériophages plutét que de faire des suspensions phagiques. Grace aux
comprimés ou aux gélules, les phages seraient ainsi libérés qu’apres étre parvenus dans
les intestins. De plus l'utilisation des comprimés ou gélules est préférable plutot que
I'alcalinisation de I'’estomac qui pourrait poser d’'importants problémes.

D’autres voies sont possibles, plus invasives et moins appréciées par les patients
(lIa voie intramusculaire, la voie intraveineuse, la sous cutanée, etc) mais le taux de
phages serait plus important au niveau sanguin que per os.
La meilleure voie est l'intraveineuse car elle est permet un passage direct dans la
circulation sanguine et abolit ainsi I'étape d’absorption, mais les bactériophages sont
piégés rapidement par le systeme réticulo-endothélial. [84]

En 1921, Appelmans injectait aux animaux des bactériophages a des doses
variables. Apres un temps plus ou moins long, il prélevait les organes des animaux afin
d’y rechercher la présence des bactériophages. Certains organes prélevés chez les
animaux, tués 24h apres I'injection, montraient la présence de bactériophages.

Cela signifie une migration des bactériophages du sang vers certains compartiments.
[85]

En 1943, Dubos et son équipe ont injecté par voie intra-péritonéale, a des souris
saines et a des souris atteintes de méningite a Shigella dysenteria, des phages anti shiga.
IIs ont remarqué que la concentration des bactériophages chez les souris malades au
niveau cérébral était considérablement plus élevée que celle dans leur circulation
sanguine. De plus, la concentration de phages au niveau cérébral chez les souris malades
était plus élevée que celle chez les souris saines. De plus, chez les souris saines, la
concentration de phages au niveau cérébral était inférieure a celle trouvée au niveau
sanguin. Cette concentration élevée au niveau cérébral des souris malades était due a la
multiplication in vivo du phage lytique au contact de la bactérie.

En 2001, Sulakvelidze cite des expériences réalisées par Bogovazova dans
lesquelles ce dernier indiquait que les phages aprés administration orale étaient
retrouvés au bout de 2 a 4 heures dans le sang et au bout de 10 heures dans les organes
(foie, rate, etc.)

Ces expériences ont montré une distribution des phages dans les organes (foie et
rate) et dans I'organe ou a lieu I'infection.

La métabolisation fait référence a la transformation, par réaction enzymatique,
d’'un médicament pour le rendre inactif afin de I"éliminer du corps. Ces modifications
enzymatiques vont permettre de faciliter leur excrétion. (Remarque: pour certains
médicaments, cette étape permettra de passer d'une prodrogue (inactive) en une
substance active). La grande majorité des médicaments sont de nature chimique.

Dans le cas d’'un phage, ce dernier ne subit pas de modification chimique puisque le
phage est composé principalement de protéines. C’est le systeme immunitaire de
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I'individu qui va diminuer le taux de bactériophage dans I'organisme en le séquestrant
puis en I’éliminant.

Cette séquestration ne reléve pas d’'une action métabolique puisqu’elle ne modifie
pas la structure du phage. Malgré la séquestration par le systéme immunitaire, la
multiplication in situ du phage au contact de la bactérie permet de maintenir un taux
suffisant pour combattre la bactérie.

L’élimination des phages du corps est principalement due a la séquestration de ces
derniers par le systeme immunitaire. Une expérience a été réalisée sur des souris pour
étudier I'élimination de phage T4 apreés une injection intraveineuse. Ils ont étudié la
réponse des macrophages du foie et de la rate des souris. Ils ont remarqué une
élimination rapide des phages dans la circulation sanguine. Suite a leur élimination, les
phages se sont révélés étre plus concentrés dans le foie que dans la rate. De plus, ils ont
remarqué que les phages sont plus rapidement éliminés dans le foie que dans la rate.
[98]. Par contre I'élimination tardive des phages par la rate pourrait étre a I'origine
d’'une réponse immunitaire adaptée avec la fabrication d’anticorps anti-phage. [100]

D’autres études témoignent de I'élimination des phages dans les urines et les
selles. Leur élimination dans les urines, aprés avoir été administrés dans le sang,
pourrait s’avérer utile pour le traitement des infections des voies urinaires.

B local or non-local increases
A local or non-local increases
in phage densities
in drug densities
Administration > Absorption Administration =3 Penetration
metabolism reductions in reductions in
and excretion phage densities phage densities
OCal InCreases in
Distribution Phage production Bacterial contact

phage densities

metabolism metabolism
and excretion and excretion reductions in reductions in

phage densities phage densities
Pharmacodynamic
effects Infection

[hartarial killine)

Figure 21 : Différence entre la pharmacocinétique d'un médicament classique et d’'un
phage [84]
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La pharmacodynamique décrit les effets d'un principe actif, ici le phage, sur 'organisme.

Peu d’études ont été faites sur la pharmacodynamique. Cependant, il en ressort
que l'interaction entre le phage et la bactérie est due a une collision aléatoire entre les
deux, puisque le phage ne peut activement se déplacer a l'encontre de sa proie
bactérienne. De plus, pour qu'une population de phages se multiplie, il est nécessaire
que la population de la cellule hote dépasse une densité critique appelée le « seuil de
réplication » ou le « seuil de prolifération ». En dessous de cette densité, la probabilité
d’infection du phage est inférieure a la probabilité de son élimination par l'organisme.
En conséquence, la capacité du phage a se multiplier est possible que si la population
bactérienne a détruire est élevée. Cette hypothese est connue sous le nom de «Kill the
winner ». [92]

Figure 22Concept : « Kill the winner » [92]

Etape 1 = Diverse microbiota. Les virus sont plus abondants que les bactéries mais ne les infectent pas a cause de leur
faible concentration.
Etape 2 = Species prolifération. Toutefois, si certaines bactéries envahissent et atteignent le « seuil critique » (ici, la
bactérie verte), les phages vont pouvoir les tuer : c’est I'étape 3 = Phage killing.
Etape 4 = Return to equilibrium. On a ensuite un retour a I'équilibre.

Légende : rond bleu, vert, violet et rectangle gris = différents types de bactéries

oo @O

- ?' . - . . s . .
phages = r té. le vert actif contre la bactérie verte, le violet actif contre la bactérie violéte, le gris actif contre la
bactérie grise et le bleu actif contre la bactérie bleue

b 4

De ce fait, la phagothérapie doit étre commencée tét pour optimiser la guérison
mais si on la débute trop tot, les phages ne pourront pas se multiplier au niveau du site
d’infection, car la population bactérienne serait trop faible. La conséquence est que les
phages seraient éliminés de I'organisme avant méme de pouvoir agir sur les bactéries
pathogenes, menant la thérapie par les phages en échec. [86] Cependant, il est difficile
de controdler ce rapport entre bactéries et phages lors de la phagothérapie car on ignore
le nombre de bactéries présentes au sein du foyer infectieux.
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Le role du systéme immunitaire d’'un individu est de réagir a l'intrusion d'un
organisme étranger. La substance étrangere va ainsi provoquer chez I'organisme infecté
des réactions de défenses immunitaires.

Action sur l'activité bactéricide des phagocytes humains :

Les polynucléaires, les monocytes (monocyte = cellule circulant dans le sang,
macrophage= monocyte différencié en macrophage dans les tissus) et les cellules
dendritiques sont des cellules réalisant la phagocytose.

Les polynucléaires sont les premieres cellules a intervenir lors d'une infection
bactérienne (surtout les polynucléaires neutrophiles). Ils constituent I'un des plus
puissants systemes de défense de I'homme. Ils phagocytent puis tuent les agents
pathogenes (bactéries et champignons) grace a deux mécanismes bactéricides agissant
en coopération. Ils possédent des substances lytiques et cytotoxiques dans leurs
granules. Lors de la formation du phagosome, ces granulations fusionnent avec ce
dernier afin de détruire le pathogéne. Le deuxiéme mécanisme est le systeme
bactéricide oxygéno-dépendant. On parle d’« explosion oxydative ». Il est a 'origine de la
formation d’espéeces réactives de I'oxygene (ERO). Ces substances synthétisées agissent
a l'intérieur méme du polynucléaire sur les substances a phagocytet et dans le milieu
extracellulaire endommageant le milieu environnement (tissus, organes).

La phagocytose chez les macrophages est un processus plus lent que celle des
polynucléaires neutrophiles. La digestion des substances phagocytées est souvent
incomplete. Cela permet de présenter les antigénes aux lymphocytes et donc la
formation d’anticorps anti-antigéne. Ils libérent aussi des substances toxiques dans le
milieu extracellulaire, au méme titre que les polynucléaires.

Les cellules dendritiques jouent quant a elles, un réle de cellule phagocytaire et de
cellule présentatrice d’antigénes. Elles ont un roéle dans l'activation de la réponse
immunitaire adaptative.

Une étude a montré que les bactériophages ne s’opposaient pas aux activités
bactéricides des phagocytes humains. [101]

Action sur l'activation des cellules phagocytaires :

De plus, ils ne stimulent pas les cellules phagocytaires. En effet, parmi les
mécanismes responsables de la reconnaissance des structures virales par le systeme
immunitaire humain, il y a les Toll Like Receptor (TLR). Ils sont au nombre de dix chez
I'homme. Ils interviennent au cours des mécanismes de l'immunité innée. Ils
reconnaissent les Patterns Pathogen Associated Molecular (PAMP). Les acides
nucléiques viraux agissent comme des PAMP et sont reconnus par plusieurs TLRs (les
TLR3, TLR7, TLR8 et TLR9 sont impliqués dans la reconnaissance des nucléotides viraux
tels que I’ARN double brin, I’ARN simple brin et ’ADN). Mais jusqu'a présent, aucun TRL
reconnaissant des composants spécifiques des phages n’a été décrit. [92]
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Une étude a été faite sur les protéines de la capside du phage T4. Ils ont étudié les

réponses immunitaires face aux protéines gp23, gp 24, Hoc et Soc qui forment la
majeure partie de la surface de T4 et qui sont donc fortement exposées a
I'environnement. Ils ont évalué la variation des taux de cytokines et des especes
réactives de I'oxygene (ERO) lorsque I'organisme est au contact avec le phage T4.
Les cytokines et les ERO jouent un réle important dans la régulation des fonctions
cellulaires et dans les réponses immunitaires. De plus, leur surproduction est nocive
pour les cellules et les tissus. Il a été montré que le phage T4 et ses protéines ne
stimulent pas la production de cytokines, ni celle des especes réactives de 'oxygene.
[99]. [101]

Modulation de la réponse inflammatoire :

Il a été observé chez les souris que des bactériophages, préalablement fixés a la
surface d’'une bactérie, peuvent étre phagocytés par les macrophages. Ils effectuent leur
cycle lytique dans le macrophage. Ceci provoque une réduction significative du nombre
de bactéries intracellulaires et réduit les dommages cytotoxiques qu’elles provoquent. Il
a été montré aussi que les bactériophages pouvaient moduler la réponse immunitaire, ils
peuvent diminuer la sécrétion des cytokines et des ERO

Ces observations peuvent étre un argument en faveur de la phagothérapie car ils
ne diminuent pas l'action des cellules immunitaires de I'individu et ne stimulent pas la
réponse immunitaire. Mais ils peuvent moduler la réponse immunitaire en diminuant
les effets néfastes sur les tissus et organes des substances libérées par les cellules de
I'immunité.

Impact des bactériophages sur le systéme immunitaire :

Selon plusieurs expériences, on a observé chez I'organisme soit une
immunostimulation, soit une immusuppression soit une immunotolérance du systeme
immunitaire. Les interactions des phages avec le systeme immunitaire provoquent des
réactions diverses. Cela est vraisemblablement di au fait que les phages sont retrouvés
en temps normal sur le revétement cutanéo-muqueux des étres vivants et leur systeme
digestif. Ils ont méme été découverts dans le sang de sujets malades comme dans celui
des sujets sains [75]. Pour certains, ils arriveraient dans I'écosystéme microbien humain
avec les premieéres tétées du nourrisson, notamment ceux participant au microbiome
humain [90].

Les études métagénomiques appliquées aux virus ont mis en évidence leur
prévalence dans presque tous les écosystémes microbiens étudiés. L’observation de ces
« viromes » (=ensemble des génomes d’'une population virale, retrouvé dans un méme
organisme ou dans un méme environnement) a mis en évidence I'importance des virus
dans tous les écosystémes microbiens. On a pu observer la présence des virus des trois
regnes de la vie, cependant la fraction virale est essentiellement composée de virus
infectant le regne des bactéries : les bactériophages [92]. L'influence des bactériophages
(Iytiques ou lysogenes) est assez complexe sur les écosystemes microbiens humains. Ils
peuvent avoir un impact vital dans le maintien de la diversité bactérienne en empéchant
la prolifération de certaines espéces bactériennes ou des souches par rapport aux
autres. Les phages aident ainsi a la constitution d’'un microbiome humain sain. En effet,
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des chercheurs ont découvert que la capside des bactériophages affichait des protéines
« immunoglobuline-like » qui interagissent avec la mucine (protéine intervenant dans la
composition du mucus) présente dans la muqueuse gastro-intestinale. En conséquence,
les bactériophages du microbiome intestinal, concentrés a la surface du mucus, se
répliquent et tuent les bactéries qui se présentent. La lyse bactérienne limite la
concentration locale des bactéries et protege les cellules épithéliales de la muqueuse
gastro-intestinale. Il en résulte un équilibre homéostatique a la surface du mucus et
fournit a I'hote un mécanisme de défense de la muqueuse intestinale. [101]

Mais ils peuvent aussi avoir un impact négatif comme par exemple avec les
phages lysogénes connus pour «armer » les bactéries avec des genes de virulence,
convertissant une souche bactérienne bégnine en une souche pathogene. L’interaction
complexe entre les phages et les bactéries chez 'homme est encore largement
inexplorée. Mais il en ressort que les phages ont un double réle : ce sont des médiateurs
de la santé humaine mais aussi de la maladie. On parle de « The Janus-Face of phages ».

The beneficial side of phages The harmful side of phages

I
L
.
+  Applicability to fight bacterial infection - *  Vector of virulence or resistance genes
)

«  Protection of epithelium from bacterial invasion * Kiling of beneficial bacteria
» Assistance in the development of a beneficial *  Distortion of the natural balance of
and stable microbiome bacterial populations

Figure 23 : « The Janus-Face of phages ». [91]

Mais ils sont cependant suffisamment immunogenes, c’est a dire qu’ils ont la
capacité d’induire des réponses immunitaires spécifiques, notamment la production
d’anticorps dirigée contre les antigenes du phage. De plus, l'utilisation répétée d'un
phage en tant qu'agent thérapeutique stimulerait les cellules mémoires et entrainerait
aussi la production d'anticorps. Ces anticorps peuvent étre un facteur limitant I'efficacité
de la phagothérapie. Cependant, I'impact de ces anticorps sur l'efficacité des traitements,
pour certains bactériophages, semble relativement modéré. Peut-étre dii a la capacité
des bactériophages d’échapper a l'inactivation par une modification des motifs
antigéniques de leur capside. [101]

Cependant la fagon dont les phages contribuent a ces interactions avec le systéme
immunitaire n’est pas encore élucidée. Il faudra attendre une meilleure connaissance de
I'immunogénicité des phages et leurs interactions possibles avec les cellules du systéme
immunitaire avant leurs applications chez les patients.
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Les données actuellement disponibles ne permettent pas de déterminer les parametres
pharmacologiques et pharmacodynamiques des phages. La propriété du phage a s’auto-
amplifier au niveau du site d’infection et a s’auto-limiter une fois la bactérie détruite, fait
du phage un médicament a part.

Dans ce contexte, deux essais ont été lancés, Phagoburn et PHOSA, afin d’apporter
de nouvelles connaissances dans ce domaine. L’essai Phagoburn a été lancé le 1¢r juin
2013. C’est le premier essai clinique sur la phagothérapie répondant aux normes dans
I’évaluation clinique. C’est un projet européen. Les phases I et Il des essais cliniques ont
été lancées en juillet 2015. Le projet évaluera deux cocktails de phages dans les
infections cutanées a Escherichia coli et a Pseudomonas aeruginosa chez les grands
brulés [62]. En France, le projet PHOSA a été lancé en janvier 2015. Ce projet fut initié
par la PME Pherecydes Pharma qui est I'unique entreprise francaise spécialisée dans la
phagothérapie. Ce projet a pour objectif de mettre au point un cocktail de
bactériophages lytiques efficace contre les infections ostéoarticulaires a Staphylococcus.
[87] [88]
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[V. Laphagothérapie
aujourd’hui




La découverte des premiers antibiotiques et leurs introductions sur le marché
dans les années 40 ont permis une révolution pour combattre les infections
bactériennes. Le tout premier antibactérien date de 1932 avec le Prontosil (sulfamide)
et le premier véritable antibiotique, la pénicilline, a été utilisé au début des années 40.
Cependant, l'utilisation massive, répétée et parfois inadaptée des antibiotiques en santé
humaine et animale a favorisé le développement de souches bactériennes résistantes.

1. Résistances bactériennes

Les résistances bactériennes aux antibiotiques ont été identifiées des leurs
introductions dans I'arsenal thérapeutique.

Antibiotique Année d’'introduction Apparition des premieres
résistances
Sulfamides 1936 1940
Pénicilline G 1943 1946
Streptomycine 1943 1959
Chloramphénicol 1947 1959
Tétracycline 1948 1953
Erythromycine 1952 1988
Ampicilline 1961 1973
Ciprofloxacine 1987 2006

Figure 24 : Tableau indiquant 'année d’introduction des antibiotiques sur le marché et
I'année d’apparition des premiéres résistances [102]

Malgré I'apparition de ces résistances, ce phénomene n’était pas considéré comme
important puisque de nouveaux antibiotiques étaient régulierement remis sur le marché
et permettaient ainsi de remédier a ces résistances.

Mais depuis quelques dizaines d’années, la frénésie des débuts s’est amoindrie
sous l'effet des succes des antibiotiques et de la baisse des remboursements n’attirant
plus les investissements dus au manque de rentabilité. Ainsi la découverte de nouveaux
antibiotiques, a I'heure actuelle, est au point mort. Seules quelques molécules ont été
découvertes depuis les années 2000. Cela ne suffisant plus a remédier aux résistances
bactériennes, on a vu ainsi apparaitre I'émergence de bactéries multirésistantes (BMR).

Une bactérie est dite multirésistante aux antibiotiques lorsque, du fait de
I'accumulation des résistances naturelles et/ou acquises, elle n’est plus sensible qu’a un
petit nombre d’antibiotiques habituellement actifs en thérapeutiques. Cependant elle
n'est pas plus virulente qu'une bactérie non résistante de la méme espece. La
multirésistance concerne les bactéries responsables d’infections communautaires et les
bactéries responsables d’infections nosocomiales (infections associées aux soins,
contractées au cours d’une hospitalisation).
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Les BMR sont:

Staphyloccocus aureus résistant a la méticilline = SARM

Enterobactérie productrice de betalactamase = EBLSE (Escherichia coli et
Klebsielle pneumonia résistante aux céphalosporines de 3¢me génération)
Entérocoque résistant a la vancomycine = ERV

Pneumocoque a sensibilité diminuée a la pénicilline = PSDP

Acinetobacter baumannii multirésistants = ABMR

Pseudomonas aeruginosa multirésistants = PAMR

VVVY VY

Il existe aussi les Bactéries Hautement Résistantes Emergentes (= BHRe). Ces
bactéries sont résistantes a la plupart des antibiotiques. Elles sont responsables
seulement d’infections nosocomiales. En France, les cas sont sporadiques.

Sont concernées :
» Les entérocoques résistants aux glycopeptides = ERG (exemple: Enterococcus
faecium)
» Les entérobactéries résistantes aux carbapénémes par production d'une
carbapénémase = EPC

AUJOURD'HUI

Bactéries multirésistantes

Nosocomiales _- Communautaires

PSDP

Figure 25 : Répartition des BMR en 2015 [103]
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[60]

D’apres I'étude Burden BMR, Le nombre annuel de cas d’infections a BMR, tous
sites infectieux confondus, a été estimé a environ 158 000 cas en France en 2012, dont
prés de 16 000 infections invasives (bactériémies, méningites, qui sont de pronostics
graves). 20 a 30% des infections aux BMR étaient liées aux soins (=infections
nosocomiales).

La majorité des cas d’infections a BMR était due :

» a Staphylococcus aureus résistant a la méticilline : 33%

» aEscherichia coli résistant aux Céphalosporines de 3¢me génération : 32%

» aPseudomonas aeruginosa résistant aux carbapénemes : 23%

» aKlebsiella pneumoniae résistant aux Céphalosporines de 3¢me génération : 10 %

Les sites infectés :

Les infections a SARM les plus fréquentes sont les infections de la peau, des tissus
mous et des infections du site opératoire. Elles représentent 42 a 45% des infections a
SARM

Concernant les infections a Escherichia coli résistant au C3G, les infections
urinaires représentent 40 a 61 % des infections a Escherichia coli résistant au C3G.

Les infections a Pseudomonas aeruginosa résistant aux carbapénemes sont
majoritairement des infections respiratoires. Elles représentent 48 a 64 % des infections
a Pseudomonas aeruginosa résistant aux carbapénemes.

Mortalité :

Le nombre annuel de déces directement attribué a ces infections en France est
estimé a 12 500, dont 2700 liés a des infections invasives. Les infections a SARM,
Escherichia coli résistant aux C3G et Pseudomonas aeruginosa résistant aux
carbapénemes sont responsables de 88% des déces

Conclusion du rapport Burden :
Au vu de ces chiffres, on peut mesurer que I'impact des infections aux BMR est
important. De plus, ces résultats sont sous estimés car seules les BMR les plus

fréquentes ont été étudiées dans ce rapport et I’étude n’incluait pas toutes les BMR. De
plus, seules les infections prises en compte étaient celles diagnostiquées a I'hopital.
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Le phénomeéne de résistance aux antibiotiques, sous estimé au début, est devenu
aujourd’hui un grave probleme de santé publique dans le monde entier.

Dans les années 1990, un ensemble de mesures concernant la promotion du bon
usage des antibiotiques et du contrdle des résistances bactériennes a été mis en place.
La premiere résolution vient de I’Assemblée Mondiale de la Santé qui adopta en 1984
I'usage prudent des médicaments, dont les antibiotiques. [104]

A partir de cette date, des actions internationales et nationales se sont mises en
place dans le cadre de la politique du bon usage des antibiotiques. Pour exemple, la
France, comptait 100 millions de prescriptions d’antibiotiques par an en moyenne a la
fin des années 90. Elle était I'un des plus grands consommateurs d’antibiotiques. De ce
fait, la maftrise de la diffusion des bactéries résistantes était devenue une priorité.

Elle fonde en 1997 'ONERBA (= Observatoire National de 'Epidémiologie de la
Résistance Bactérienne aux Antibiotiques) dont le seul but est de surveiller I'évolution
de la résistance bactérienne aux antibiotiques. En 2001, la France met en place le
premier plan d’action pluriannuel 2001-2005 ayant pour objectif de maitriser la
prescription des antibiotiques et donc leurs consommations tant en ville qu’a I'hopital.
[105]

Le second plan 2007-2011 poursuit les actions menées lors du premier plan et
propose de nouvelles réflexions.

Le troisieme plan 2011-2016 intitulé «plan national d’alerte sur les antibiotiques»
met en exergue la menace majeure de santé publique face au développement
grandissant des résistances bactériennes. Ces résistances peuvent mener dans certaines
situations a une impasse thérapeutique.

DD] = Doses Définies Journaliéres, établie selon 'OMS. La DD] détermine une posologie
de référence pour un adulte de soixante-dix kilogrammes dans I'indication principale de
chaque molécule. Cette dose moyenne ne reflete pas forcement la posologie
recommandée par ’AMM ni la posologie effective. La DD] est un indicateur de mesure
permettant les comparaisons de consommations d’une substance active ou d'une classe
de médicaments. Par convention, les résultats sont présentés pour mille habitants et par
jour (DD]/1000H/])

Pour la consommation hospitaliere il y a deux indicateurs soit la DDJ/1000

habitants/jour ou soit la DDJ/1000 journées d’hospitalisation. Ce deuxieme indicateur
permet de relier la consommation des antibiotiques a I'activité hospitaliére.
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Figure 26 : Evolution de la consommation globale d’antibiotiques en secteur de ville
France, 2004-2014
Nombre de DD] pour 1000 habitants et par jours en fonction de 'année [106]

D’apres la courbe, la consommation en 2014 a diminué apres trois années de
hausse consécutives (2011, 2012, 2013). Malgré la diminution de la consommation
globale des antibiotiques, elle est toujours importante. En effet la consommation en
2014 est supérieure a 6,7% a celle observée en 2004 (année ou la consommation en
France était au plus bas).

La consommation nationale était de 30,1 DDJ/1000 habitants/jour en 2013. Elle
était plus élevée que la consommation moyenne au sein des pays de 'Union européenne
qui était de 22,4 DDJ/1000 habitants/jour la méme année, ce qui place la France au 2éme
rang des pays les plus gros consommateurs d’antibiotiques derriere la Grece. [106]
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Figure 27 : Evolution de la consommation globale d’antibiotiques dans les établissements
de santé. [106]

L’interprétation des courbes varie en fonction de I'indicateur utilisé.

Lorsqu’on observe la courbe de la DDJ/1000 habitants/jour, la consommation parait
stable depuis 2006. Lorsqu’'on observe la courbe des DDJ]J/1000 journées
d’hospitalisation, la consommation d’antibiotique augmente.

Ceci est dii au fait que la population francaise augmentant chaque année, le rapport
DDJ]/1000 habitants/jour, par conséquent, diminue. Tandis que le nombre de journées
d’hospitalisation diminue d’année en année (développement de I’hospitalisation
ambulatoire), le rapport DDJ/1000 journées d’hospitalisation augmente donc.

De ce fait, on ne peut pas conclure réellement sur la baisse ou la hausse de la
consommation des antibiotiques dans les établissements de santé. D’apres les données
de I'ESAC-NET (European Center for Disease Prevention and Control), en 2012, la
France se situait au 5eme rang des pays les plus consommateurs a I’hépital. (ESAC-NET
est un réseau recueillant et analysant les données sur la consommation d’antimicrobiens
de I'Union Européenne que ce soit au niveau communautaire ou dans le secteur
hospitalier.) [106]
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(Les données recueillies sont issues de prélevement d’infections invasives)
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SSR = Soins de Suite et de Réadaptation, SLD= Soins de Longue Durée
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La résistance aux antibiotiques chez
Streptococcus pneumoniae est en baisse
depuis 10 ans. La résistance a la
pénicilline est passée de 39% en 2004 a
22% en 2014. On note cependant une
stagnation des résistances depuis 2014.
De plus, la résistance aux Beta-lactamines
est associée dans plus de 50% des cas a la
résistance a une ou plusieurs familles
d’antibiotiques (cyclines, macrolides, etc).
L’étude de la résistance aux macrolides,
montre, elle aussi une diminution depuis
10 ans.

Les mesures mises en place depuis les années 2000, notamment grace a la bonne
pratique des antibiotiques et la poursuite des efforts pour les mesures d’hygienes, ont
contribué a la diminution de I'expansion des résistances chez certaines souches
bactériennes (SARM, PSDP). Par contre, chez les entérobactéries, la diffusion des
résistances augmente malgré les mesures. Cette situation favorise 'émergence de
bactéries hautement résistantes pouvant mener a des impasses thérapeutiques. Les
actions menées pour préserver 1 ‘efficacité des antibiotiques doivent étre poursuivies,
mais en parallele, la recherche d’autres alternatives doit continuer. La phagothérapie
pourrait, peut étre, étre I'une des solutions aux résistances bactériennes.
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2. Les avantages de la Phagothérapie:

Un phage n’attaque qu’une seule espéce bactérienne et méme souvent seulement
certaines souches de I'espece. Ainsi son spectre est trés limité et la destruction par le
phage ne concerne que la bactérie que 'on souhaite éliminer. Contrairement aux
antibiotiques qui détruisent sans discerner les bactéries pathogénes de celles
commensales de I'étre humain, a l'origine de nombreux effets indésirables. Ainsi,
I'attaque ciblée des phages permettrait d’éviter ces effets secondaires néfastes et
d’épargner la flore de I'individu.

En contrepartie de cette spécificité, les pathogenes a l'origine de l'infection a
traiter devront étre identifiés afin de mettre en place le traitement. Cependant il existe
de nombreux phages différents pour une espece bactérienne donnée. Dans des
situations d’urgences, on ne peut pas attendre les résultats d’identification des
prélevements bactériens. Pour pallier cela, il est possible d’utiliser un cocktail de
bactériophages offrant un «spectre plus large» ayant des spectres d’activités
complémentaires permettant d’attaquer le plus de souches de l'espéce bactérienne
suspectée dans l'infection.

Le cycle réplicatif des bactériophages lytiques permet la destruction efficace des
bactéries cibles : ils ont un effet bactéricide. De plus, leur réplication au niveau méme du
foyer infectieux permet leur amplification augmentant ainsi 'efficacité du traitement.
Cette amplification n’est pas retrouvée avec les antibiotiques. Il est nécessaire de
renouveler la dose d’antibiotique pour obtenir une concentration en principe actif
suffisante pour pallier leur élimination par l'organisme. Contrairement aux phages,
grace a leur amplification au niveau du site d’infection, une seule dose devrait en
théorie étre suffisante, car leur élimination sera compensée par cette multiplication in
situ. Pour cette raison, les phages sont qualifiés de médicaments «intelligents»,
autorépliquants et autolimitants, parce qu’ils ne se multiplient qu'en présence des
bactéries cibles. [75]

Un biofilm est décrit comme «un assemblage de micro-organismes (bactéries,
champignons) et les produits extracellulaires associés (EPS= Extracellular Polymeric
Substance), et ordinairement attachés a une surface abiotique ou biotique» (M.E Davey
et G.A O'Toole, 2000) [107]

La partie proprement microbienne du biofilm représente environ 10 a 15% de la
masse et la partie EPS représente la masse la plus importante: 85 a 90%. La composition
de I'EPS varie selon les micro-organismes présents, de l’environnement physico-
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chimique et des substances nutritives disponibles. L’EPS est principalement composé de
polysaccarides (exopolysaccharides), de protéines, d’ADN bactériens, de lipides et
substances humiques (= résultat de la décomposition des matiéres organiques).

Les biofilms sont en regle générale mixtes, c’est a dire polymicrobiens.
Les biofilms monospécifiques, c’est a dire constitués d'une seule espéece, sont rarement
répandus dans la nature.

SN

Bactéries
planctoniques A
2‘ Dispersion . ' 1 ;
assive o @
. (upgrégnts) QM -
s \
Accrétion |

A'g‘l":;gf: m';‘!'m Microcolonie Biofilm mature

Figure 31 : Développement et structure d’un biofilm bactérien. [108]

Apres les phases d’adhérence réversible puis irréversible, la bactérie fonde une microcolonie qui produit une
matrice extracellulaire (en jaune) et qui peut accueillir d’autres espéces microbiennes par accrétion. Le
biofilm mature est le site de gradients inverses en nutriments (fleche bleue) et en déchets (fleche rouge)

définissant des niches physiques et chimiques. Il peut se disperser et libérer des bactéries mobiles

(dispersion active) ou des agrégats bactériens entourés de matrice (dispersion passive). Une photographie de
microscopie électronique d’un biofilm d’E. coli développé in vivo sur cathéter est présentée en insert (©
Benjamin Le Quéré, unité de génétique des biofilms, institut Pasteur et Brigitte Arbeille et Claude Lebos,

LBCME, faculté de médecine de Tours).
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: Adhésion réversible : A ce stade, les microbes sont faciles a éliminer.
: Adhésion irréversible, I'ancrage devient plus fort et plus difficile a
éliminer. Les microbes se regroupent en microcolonies

: Microcolonies. Une fois bien ancrés, les microbes se différencient grace
a un type de communication appelé « Quorum Sensing ». Le Quorum Sensing (QS)
est un mode de signalisation bactérien qui repose sur la production de petites
molécules médiatrices appelées «auto-inducteurs». Les bactéries communiquent
les unes avec les autres par détection du quorum. Il s'agit d'un mécanisme
important pour leur développement, leur virulence, leur motilité et la formation
de biofilms. Elles commencent a agir comme des organismes multicellulaires.
[110]

: Biofilm mature. Le Biofilm grandit, il devient mature et complexe. Sa
matrice grossit et forme des canaux aqueux appelés «Water filled channels» qui
permettent de faire circuler I’eau, les nutriments et les déchets.

: Dissémination. Certains microbes se séparent du biofilm et retournent a
un mode de vie planctonique (une des deux formes végétatives, la deuxieme
étant le mode de vie en biofilm), ce qui leur permet d’aller s’adhérer sur de
nouvelles surfaces vivantes ou inertes. Dans le mode de vie planctonique, les
bactéries se développent séparées les unes des autres, libres et indépendantes.
Ce mode de vie est rarement rencontré hors des laboratoires car les conditions
de vie (commensale, saprophyte ou pathogeéne) sont souvent hostiles.

Chez 'homme, les bactéries produisant un biofilm mettent en péril I'efficacité des
traitements antibiotiques et leur permet d’échapper aux défenses de I'hote. Les
antibiotiques ne pouvant diffuser totalement ou de fagon réduite dans le biofilm, les
bactéries perdurent ainsi dans 'organisme. Les phages contrairement aux antibiotiques
sont en mesure de cibler les bactéries au sein de biofilms. De plus le nombre élevé de
bactéries présentes dans les biofilms, facilite I'action des bactériophages en leur
permettant une infection rapide et efficace de 'hote grace a leur amplification suite a
I'infection.

La premiere observation de la destruction d’'un biofilm par les phages remonte a
1956 par Adams et Park. Ils ont mis en évidence que les bactériophages produisaient
une enzyme (dépolymérase) capable de dégrader les polysaccharides présents dans le
biofilm.

Lindberg montre en 1977, que l'enzyme se situe sur la plaque basale du
bactériophage. Cependant la lyse du biofilm de la bactérie par le bactériophage ne peut
se faire que si la bactérie est sensible au bactériophage et de la capacité de 'enzyme
portée par le phage a dégrader les EPS du biofilm.

En effet les composants de I'EPS sont différents en fonction de I'espece bactérienne
qui les a produits. Ainsi une dépolymérase active contre les polysaccharides produits
pas une espece, ne peut pas digérer ceux fabriqués par d’autres espéces bactériennes.
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Les biofilms étant pour la plupart polymicrobiens, I'utilisation d'un seul type de
phages ne serait pas suffisant pour dégrader le biofilm. De multiples dépolymérases
seraient nécessaires pour assurer la destruction du biofilm. D’autres études ont montré
que les phages sembleraient prévenir la formation de biofilm.

Cependant tous les phages ne sont pas efficaces et il faudrait vérifier in vitro dans
leurs génomes qu’ils contiennent bien les génes codants pour les enzymes capables de
détruire le biofilm. On peut le vérifier grace a un « antifilmophagogramme »

Cette capacité de destruction est un argument positif dans l'utilisation des phages
en thérapeutiques, car de nombreuses bactéries rencontrées en pathologie humaine
produisent des biofilms. [111], [112]
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Figure 32 : Schéma de la dégradation du biofilm bactérien par une enzyme dépolymérase
phagique (la glycanase). [113]

Cette dégradation se déroule en trois étapes : I'étape 1 : le phage I'enzyme (glycanase) se lie sur des
récepteurs de la capsule du biofilm appelés « récepteurs secondaires », il sécréte ensuite son enzyme (ici, la
glycanase) étape 2 : I'’enzyme dégrade les polymeres présent dans le biofilm jusqu'a la découverte de
bactéries. Etape 3 : une fois la bactérie trouvée, il se fixe sur des récepteurs situés sur la surface cellulaire de
la bactérie, appelés « récepteurs primaires ».
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C’est'un des arguments favorable a la phagothérapie. En effet, 'obtention facile de
phages dans I'environnement et le faible cofit de leur préparation font de la
phagothérapie, un traitement peu onéreux en comparaison aux antibiotiques.

3. Les limites

Tous les phages ne sont pas aptes a étre utilisés en phagothérapie. De plus, les phages
n’ont aucune action sur les infections fongiques, parasitaires et virales. Dans la mesure
ou leur cible est la bactérie, seules les infections bactériennes auront une indication
dans les traitements pas les phages. Les limites sont :

Le choix des phages doit étre correctement réalisé. Il est nécessaire d’utiliser que
les phages lytiques qui exécuteront un cycle qui aboutira a la lyse bactérienne. Donc
sont a exclure les phages lysogénes car d'une part ils ne détruisent pas les bactéries lors
de leur cycle lysogénique sauf si, suite a des facteurs externes environnementaux, ils
sortent de leur cycle lysogénique pour basculer vers le cycle lytique. D’autre part, ils
peuvent modifier le génome des bactéries en apportant des vecteurs potentiellement
dangereux pour le malade.

Seuls les phages lytiques seront utilisés dans la phagothérapie.

La spécificité d’'un bactériophage est étroite, car il est limité a la bactérie pathogene
que 'on souhaite détruire. Bien que la spécificité présente des avantages, elle impose
I'isolement et l'identification précise du germe et ne permet pas vraiment des
traitements probabilistes.

Pour éviter d’isoler et d’identifier la souche bactérienne en cause, il faudrait
pouvoir utiliser des cocktails qui seraient actifs a 100% sur la bactérie a cibler. C’est a
dire sur toutes les souches pathogenes de l'espéce bactérienne que l'on souhaite
détruire. Pour les traitements d'urgences, on pourrait utiliser des cocktails de
bactériophages actifs contre les pathogénes suspectés dans l'infection. Cela permettrait
un traitement d’attaque en attendant les résultats bactériologiques.

Les contraintes pharmacologiques et pharmacodynamiques des phages
nécessitent de prendre quelques précautions.

En effet, I'infection d’'un bactériophage avec la bactérie se fait grace aux collisions
aléatoires entre les deux. Or, lors d’administration systémique de bactériophages, ceux-
ci vont circuler dans I'organisme de maniere aléatoire, il y a donc de fortes chances
qu’'une partie seulement des phages atteigne le lieu d’infection. C’est pourquoi il est
judicieux d’apporter les bactériophages au site infecté.
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Les infections affectant les tissus semblent aussi théoriquement plus difficiles a
combattre que celles locales (plaie cutanée, atteinte du tractus digestif, etc.). En effet, il
est admis qu’en raison de leur taille relativement importante par rapport aux
antibiotiques, la plupart des bactériophages ne peuvent diffuser dans les tissus infectés.
Donc les infections produites par les bactéries intracellulaires ne pourront pas étre
traitées par les bactériophages lytiques. En effet, le phage devrait nécessairement
rentrer dans la cellule humaine pour pouvoir étre au contact de la bactérie. Or, et
heureusement, les cellules humaines n’ont pas de récepteurs a leur surface pouvant étre
reconnus par le bactériophage.

Cependant, il a été observé qu’aprés administration, méme par voie orale, les
bactériophages ont été détectés dans la circulation générale et dans les tissus (foie et
rate, apportés vraisemblablement par les cellules de I'immunité, les macrophages).
Néanmoins pour obtenir une bonne efficacité de la phagothérapie, il vaut mieux
privilégier les traitements locaux.

Il existe aussi un risque d’inactivation par le systeme immunitaire du bactériophage
lorsque celui-ci est injecté par voie sanguine. On peut voir aussi I'apparition d’anticorps
anti-phages en réponse au systéme immunitaire. Cependant, si le patient prend le
traitement pour la premiere fois, les anticorps ne se produisent pas avant une ou deux
semaines. Ce qui laisse le temps pour traiter 'infection sauf si le traitement est sur du
long terme ou lors d’une récidive de la pathologie.

Les bactéries sont constamment infectées par les bactériophages. Ces contraintes
sont a I'origine de pression de sélection et conduisent les bactéries a développer de
multiples méthodes de protections. Ces mécanismes de résistances sont distincts de
ceux mis en place par les bactéries lors d’antibiorésistances (I'existence de résistances
des bactéries aux antibiotiques n’empéche donc pas la capacité des phages a détruire les
bactéries car les mécanismes de résistances sont différents entre ces deux thérapies).

Ces méthodes de résistances bactériennes face aux phages sont : [114]

L’une des étapes essentielles lors d'une infection par le phage est la reconnaissance
des récepteurs présents sur la surface cellulaire de la bactérie par ce dernier. Ainsi les
récepteurs doivent étre présents sur la surface de la cellule bactérienne mais ils doivent
aussi étre accessibles. Par conséquent, les stratégies de prévention de l'adsorption
phagique comprennent la modification de la structure des récepteurs par mutation ou la
dissimulation des récepteurs avec une barriere physique supplémentaire. Mais il est
possible de pallier ces résistances en associant des phages différents actifs contre la
bactérie mais dont la fixation se fait sur des sites distincts de la surface bactérienne.
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Les bactéries peuvent utiliser les systemes d'exclusion de type superinfection (=
Sie) comme deuxiéme barriere de défense contre les phages. Ceux-ci sont composés de
protéines qui bloquent spécifiquement I'entrée de I'ADN viral, produisant ainsi une
immunité spécifique contre certains phages. La bactérie ne peut pas étre nouvellement
infectée par le bactériophage qu’elle contient mais peut I'étre par d’autres
bactériophages tempérés et devenir ainsi une bactérie polylysogene.
Cette stratégie est utilisée par les prophages (phage lysogénique) afin de prévenir
I'infection par un autre phage. A ce jour, peu de mécanismes Sie ont été caractérisés et
beaucoup de détails restent a élucider concernant le mécanisme de ce systeme. Bien que
rare, il existe des mécanismes Sie n'étant pas codés par des prophages. On a pu observer
un Sie imm/sp d’un coliphage T4 (coliphage=type de bactériophage qui infecte
Escherichia coli). [115]

Une fois 'ADN phagique dans la bactérie, cette derniere met en place un systeme de
défense faisant intervenir les enzymes de restrictions qui vont couper I’ADN phagique.
Cependant le phage s’adpate en utilisant le méme moyen que la bactérie pour que son
génome ne soit pas clivé par ses propres enzymes de restriction. le phage va méthyler
son génome au niveau des sites de restrictions empéchant ainsi les enzymes de
restrictions de couper son acide nucléique.

Un autre systéme de défence est mis en place chez certaines bactéries : un systeme
immunitaire, similaire a celui de tous les étres vivants, capable d’identifier ses
«ennemis » et de s’en souvenir. Il est appelé CRISPR pour Clustered Regularly
Interspaced Short Palindromic Repeats. (Courtes Répétitions palindromiques groupées
et régulierement inter espacées). Ce systeme de défense immunitaire est adapatatif et il
est utilisé par les bactéries et les archées. 1l s’agit de la mémoire des agressions virales
subies par la bactérie et ses ancétres au cours de leur vie et ainsi acquierent une
immunité contre elles.

Le génome bactérien contient la séquence CRISPR contenant des échantillons
d’ADN étranger et aussi des genes de plusieurs enzymes nommées Cas (pour « CRISPR
associées ») impliquées dans le systeme immunitaire. Ces enzymes permettent le
stockage des fragments d’ADN étranger dans le chromosome bactérien et de leur
utilisation (sous forme de copies d’ARN complémentaire) lors d’'une nouvelle infection
d’un virus déja rencontré par la bactérie.

Lors d'une infection par le phage, ce dernier va éliminer une grande partie des

cellules bactériennes. Certaines bactéries vont survivre et vont garder de cette attaque
une partie du génome viral en mémoire afin de lui devenir résistantes.
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Actuellement on connait cinq types de systeme CRISPR/Cas. Le fonctionnement du
systeme CRISPR de type II a été élucidé. Le systeme CRISPR II coupe I’ADN étranger en
un point précis de sa séquence grace a I'enzyme Cas9 sur une séquence spécifique de
I’ADN étranger : c’est une courte séquence appelée PAM (Protospacer motif adjacent).
Les séquences CRISPR de la bactérie sont dépourvues de la séquence PAM, ce qui évite
leur coupure sur le chromosome bactérien, alors qu’elle est tres fréquente dans 'ADN
des bactériophages.

Quand une bactérie subit une agréssion, elle transcrit toute sa séquence CRISPR en
une copie sous forme d’un long ARN contenant tous les ARN complémentaires des ADN
viraux gardés en mémoire. L’ARN Tracr (séquence Tracr contenu dans I’ADN bactérie
codant pour I’ARN Tracr), nécessaire a I'activité de 'enzyme Cas9, s’hybride avec ce long
ARN entre les ARN viraux. Il forme ainsi des reperes qui permettent a I'enzymes Cas9 de
couper le long de 'ARN de CRISPR des séquences d’ARN d’origine virale. A I'issue des
coupures, chaque séquence d’ARN viral est associée a une enzyme Cas9 et un ARN Tracr.
Cette association se « balade » dans la bactérie et si elle trouve un bout d’ADN qui
correspond a la séquence d’ARN viral, c’est qu’il appartient a un virus déja rencontré par
la bactérie et Cas9 coupera I’ADN viral. Une fois I’ADN viral détruit, il ne peut plus servir
a produire de nouveaux virions. Les recherches sur le systeme CRISPR ont révélé qu'il
est présent dans environ 50% des bactéries et dans 90% des archées connues. [93] [94]

Grice au systéme CRISPR-Cas9, de nombreuses bactéries sont Bactériophage

capables de reconnaltre un virus qui les a déja infectées et de Infection
contrer son attaque. Sorte de bibliothéque, CRISPR est une région Un virus [bactériophay
iophage)

du génome bactérien oy, lors d'une attaque virale, la bactérie injecte son AON dans la
engrange des séquences de I'ADN viral. Quand une nouvelle bactérie
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Figure 33 : Comment le systeme CRISPR/Cas9 protége la bactérie. [93]
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Cependant il a été montré que dans le génome de certains bactériophages, il y avait
le systeme CRISPR/Cas. Cest en étudiant des phages actifs contre la bactérie
responsable du choléra que 'on a observé la présence d'un CRISPR/Cas normalement
retrouvé chez certains types de bactéries ou d’archées. Les virus ne peuvent pas
fabriquer leur propre systeme immunitaire, ils doivent « voler » ces génes CRISPR/Cas.
[Is réutilisent ainsi le systeme immunitaire pour le retourner contre la bactérie. Le
phage entreprend son attaque en ciblant des geénes bactériens qui inhiberaient
normalement l'infection de la cellule par le phage. Sans cette défense, les bactéries se
remplissent rapidement des copies des particules virales et explosent. [95] [96]

L’association CRISPR-Cas 9 et phage est une voie de recherche dans la lutte des
infections bactériennes. Le but étant de détruire des séquences génétiques propres aux
bactéries pathogénes. La cible pouvant étre localisée dans le chromosome bactérien ou
dans un plasmide. Si la cible est le chromosome bactérien, I'effet est 1étal pour la bactérie
car elle ne pourrait pas survivre a un dommage de son ADN. Si la cible est le plasmide, le
petit ADN circulaire détruit ne pourra plus étre transmis d'une bactérie a I'autre,
limitant ainsi la dissémination des souches résistantes. Ces bactéries pourront redevenir
sensibles a I'antibiotique.

Pour que le CRISPR-Cas 9 atteigne ses cibles, les chercheurs utilisent des bactériophages
rendus incapables de se répliquer, leur ADN ayant été remplacé par les CRISPR. Ils
agissent ainsi comme des « antibiotiques intelligents » ne tuant que les bactéries
porteuses de séquences génétiques spécifiques tout en laissant le reste du microbiote
intact.

Malgré la panoplie de systemes antiphages décrits, et de leur rapidité d'adaptation,
les phages trouvent toujours un moyen de les contourner et de se répliquer. Pour cette
raison, les bactéries posseédent également des systémes de résistance de « derniere
chance » connus sous le nom de mécanismes d’avortement de l'infection (Abi =« abortif
infection system»). Une fois activé, il conduit a la destruction de la bactérie infectée.

Le systeme Abi est un systéme toxine-antitoxine qui se compose d'un ensemble de
deux génes étroitement liés (opéron) retrouvés sur le chromosome bactérien ou sur un
plasmide. Il code a la fois pour une toxine (« poison », c’est une protéine) et pour une
antitoxine (« antidote », c’est une protéine ou un ARN non codant). En fonction de la
nature moléculaire de I'antitoxine et de son mode d’interaction avec la toxine, on peut
regrouper cing classes de systémes toxine-antitoxine (=TA).

Le systeme Abi est un systeme TA de type III. Il a été découvert pour la premiére
fois chez la bactérie Pectobacterium atrosepticum (synonyme : Erwinia carotovora). C’'est
une espéece bactérienne de la famille des Enterobacteriaceae, qui est un agent pathogeéne
pour de nombreuses plantes. Elle provoque notamment « la jambe noire », une maladie
de la pomme de terre.

Les systemes toxine-antitoxine de type Il sont régulés par un ARN non codant

(Toxi = ToxN inhibitor) qui inhibe 'activité de la toxine (ToxN) par interaction directe
avec celle-ci. La protéine toxique ToxN possede une activité endoribonucléase qui cible
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des ARNm cellulaires. Son activité est inhibée par I'antitoxine. Donc la bactérie a a sa
disposition un systéme toxine-antitoxine, elle fabrique a la fois un poison et un antidote
qui le neutralise. Quand elle est attaquée par un phage, I'antitoxine se dégrade
permettant a la toxine « d’empoisonner » la bactérie.

Ce geste est considéré comme « altruiste » par les biologistes car s’il mene au déces
de la bactérie, elle protege la collectivité bactérienne dans la mesure ou le virus ne
pourra se multiplier dans la cellule morte et donc se propager : on parle donc de
« suicide altruiste ».

Cependant, une étude a montré que le phage ®TE qui infecte Pectobacterium
atrosepticum peut contourner ce systeme. Dans I'étude, les chercheurs ont remarqué
que ces phages mutants synthétisaient une imitation tres réussie de I'antidote, ce qui
empéchait la toxine d’agir. La bactérie était sauvée du suicide mais seulement le temps
que le phage ®TE se multiplie et parte ensuite infecter d’autres bactéries. [116], [117],
[118]

La résistance aux phages par les bactéries semble cependant limitée. En effet, les
phages et les bactéries sont dans un équilibre permanent. Lorsqu’une bactérie acquiert
des résistances, le phage est susceptible a son tour de présenter des mutations lui
permettant de contourner les résistances bactériennes. Cette co-évolution permet de
relativiser le risque de sélection de souches bactériennes résistantes aux phages. De plus
une bactérie peut étre la cible de plusieurs phages différents et avec la grande
abondance des phages il est relativement simple d’en isoler de nouveaux ciblant les
agents pathogenes devenus résistants.

Les effets secondaires peuvent étre dus:

A la capside du phage lui méme qui est de nature protéique. IlIs sont ubiquitaires et
nous en ingérons au quotidien donc notre systeme immunitaire est tolérant vis a vis des
phages.

La production des phages nécessite la culture des bactéries dans le bouillon de
culture pour pouvoir les multiplier. Cette culture va aboutir a la lyse des bactéries, qui
sera a l'origine des impuretés. Mais ces impuretés résiduelles peuvent étre éliminées en
quasi totalité par des procédés de purifications actuels. Les préparations d’aujourd’hui
ne comportent qu'une tres infime quantité de résidus toxiques contrairement a celles
d’autrefois.
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Une étude a été réalisée sur quinze volontaires humains en bonne santé ayant recu
le phage T4 contre Escherichia coli dans leur eau potable. Tous les traitements ont été
bien tolérés. Cinq événements bénins ont été signalés. Quatre étaient liés a l'intestin
(douleurs a I'’estomac, nausées, augmentation du péristaltisme) et le cinquieme était un
mal de gorge. Aucun des évenements n’était suffisamment grave pour nécessiter une
médication ou un arrét de I'inoculation des phages T4. [119]

La libération de phages se fait apres éclatement des bactéries qui liberent leur
contenu interne dans I'organisme. Elles liberent des endotoxines (du grec éndon = «a
I'intérieur » et toxicon = « poison »). Ces endotoxines sont situées sur la membrane
externe des bactéries a Gram négatif. Elles sont de nature LipoPolySaccharidique (=LPS).
Elles ne sont libérées que lors de la lyse bactérienne. Ces produits de dégradation sont
assimilés par le systeme immunitaire du malade a des antigénes étrangers. Le systéme
immunitaire va alors attaquer ces antigenes. Le corps percoit cette situation comme une
attaque massive et va libérer en grande quantité des modulateurs du systéme
immunitaire a l'origine d’effets indésirables. Cette réaction immunitaire peut méme
conduire a une réaction d’Herxheimer dans les cas les plus graves. Cependant ces effets
indésirables sont rares et ont lieu au début du traitement et sont la conséquence de la
destruction bactérienne.

Donc les effets secondaires seraient vraisemblablement dus aux débris et toxines
issus de la lyse bactérienne lors de phagothérapie. Mais ce probleme est aussi rencontré
avec les antibiotiques bactériolytiques.

Quoiqu'’il en soit, les quelques connaissances concernant la thérapie par les phages
ne sont pas suffisantes pour élucider les mécanismes d’actions, de pharmacocinétiques,
de pharmacodynamiques et des modifications de I'immunité innée ou acquise, sous
I'influence des bactériophages. Il faudra encore attendre avant de pouvoir utiliser cette
thérapeutique en toute sécurité chez les humains.

Cependant les techniques d’obtentions des bactériophages sont quant a elles bien
établies.

89



4. Préparation des suspensions phagiques a usage thérapeutique

Les bactériophages sont retrouvés la ou il y a la présence de bactéries, donc on en
retrouve partout. Cependant c’est dans les eaux usées et les égouts que 'on trouve le
plus aisément les bactériophages contre les bactéries pathogénes.

Il existe aussi des collections de phages purifiés dont les propriétés sont connues.
Ces collections sont appelées phagotheques.

En France, les collections n’existent plus car elles ont été détruites. Les
phagotheques encore existantes sont situées a I'étranger. Au Canada, a l'université de
Laval, il existe un centre d’étude et de référence pour les virus bactériens. Elle contient
plus de 420 especes de bactériophages provenant des quatre coins du monde. Il s’agit de
I'une des plus importantes collections de phages. [120]

A Thilissi en Géorgie et a Wroclax en Pologne, pays dans lesquels la phagothérapie
n’a cessé d’étre utilisée, on retrouve aussi des phagotheques.

La préparation de phages a partir d’eaux usées ou d’égouts se déroule en quatre
grandes principales étapes selon Alain Dublanchet. [75]. On va rechercher dans le milieu
extérieur, un ou une variété de bactériophages capable de détruire la bactérie pathogene
qui nous intéresse.

L’eau usée est centrifugée puis décantée afin d’éliminer les débris. On récupere le
surnageant qui sera filtré avec des filtres de 0,2 microns. Le choix du filtre permet
d’arréter les bactéries. Les virus, eux, de taille inférieure ne seront pas retenus par le
filtre. On obtient ainsi une préparation contenant de nombreux bactériophages.

Le filtrat contenant les potentiels bactériophages, est mis en contact avec la
bactérie pathogene que I'on souhaite détruire. Pour cela, on mélange un bouillon de
culture dans lequel est présent la bactérie cible avec la préparation obtenue. On incube
le mélange pendant quelques heures sous agitation douce a 35°C.

Apres cette incubation, s’il y a un ou plusieurs phages lytiques contre la bactérie
que l'on souhaite détruire, alors ces phages se sont propagés en grand nombre. Ces
phages auront en effet réalisé plusieurs cycles augmentant leurs nombres. A 'issue du
processus, il suffit d’ajouter quelques gouttes de chloroforme pour détruire les bactéries
résiduelles sans détruire ni dénaturer les phages.

On centrifuge de nouveau puis on filtre pour éliminer les débris bactériens dus a la

lyse bactérienne par les phages. On obtient ainsi une préparation contenant un ou
plusieurs bactériophages actifs contre la bactérie cible.
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On pourra en vérifier I'efficacité en déposant une goutte de la préparation sur une
gélose contenant un « tapis » de la bactérie a traiter. La présence d’'une plage claire a
I'endroit du dépét signe la lyse bactérienne. [74]

La purification permet d’isoler le ou les bactériophages d’intéréts et obtenir ainsi
des solutions pures d'un clone a partir d'une plage de lyse. Pour cela, on dilue un certain
nombre de fois la préparation obtenue précédemment afin d’obtenir une dispersion des
phages pour qu'’ils soient isolés. Une fois diluée, on étale la préparation sur une boite de
Pétri (=gélose nutritive) sur laquelle on a ajouté au préalable la bactérie cible.

La bactérie est déposée a la surface de la gélose en un « tapis régulier ». Apres
incubation, les bactéries se sont multipliées, créant des colonies visibles sur toute la
surface de la gélose, sauf a I'’endroit ou avait été déposé un bactériophage actif contre la
bactérie. On observe sur la gélose une plage de lyse correspondant a un clone phagique,
c’est a dire un ensemble de bactériophages tous issus du méme ancétre. Donc a chaque
plage de lyse correspond un clone de bactériophages. Les plages d’aspect différent
correspondent généralement a des phages différents.

On préleve ensuite une ou plusieurs plages que I'on propage chacune dans un
bouillon de la bactérie cible afin d’obtenir une quantité suffisante de clones. On
renouvelle deux ou trois fois cette étape afin d’exalter la virulence des clones phagiques
et d’obtenir un nombre important de phages.

Il permet de connaitre le nombre de phages actifs contenus dans la suspension
obtenue. Il faut que le pouvoir lytique de la suspension soit suffisant. Par convention, il
est recommandé d’utiliser des suspensions possédant un titre égale ou supérieur a 10°
PFU par ml. Le titre exprime le nombre de particules phagiques lytiques par unité de
volume. Il est exprimé en nombre de Plages Formant Unité = PFU. Il est préférable
cependant d’utiliser des suspensions dont le titre est supérieur a 107 a 10°.

Cette étape de controles est faite lorsqu’on part de suspensions dont on ne connait
pas les caractéristiques, par exemple les préparations commerciales. On peut effectuer
par exemple un «phagogramme» (Le phagogramme est I'équivalent des
antibiogrammes mais pour les phages).

Le travail préparatoire pour obtenir une suspension de bactériophages
thérapeutiques a partir des eaux sales est considérable. Il faut analyser de nombreux
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échantillons d’eaux usées afin de parvenir a obtenir une suspension fiable. A titre
d’exemple, d’Hérelle dans son laboratoire a étudié de nombreux bactériophages pour
n’en sélectionner que quelques uns dans un but thérapeutique :

« Dysentéri-phage : environ 200 races isolées, 100 étudiées, parmi ces derniéres 15
races types ont été sélectionnées ; leur ensemble est pratiquement actif sur 100% des
souches de bacilles dysentériques et paradysentériques.

Typhi-phage : environ 600 races isolées, 347 étudiées et 32 choisies comme types ;
I'ensemble de ces dernieres est actif sur 100% des souches de bacilles typhiques,
paratyphiques et salmonella typhique. » [121]

Le but étant d’obtenir des suspensions phagiques destinées a la thérapeutique.
Elles doivent posséder une grande virulence pour la bactérie pathogéne qu’il s’agit de
détruire. Les bactériophages doivent étre thermorésistants car les suspensions vont
devoir subir un procédé de stérilisation, la chaleur ne doit en aucun cas altérer leurs
caracteres. De plus, un bactériophage thérapeutique doit pouvoir conserver son activité
entiere a des températures ambiantes au court du temps.

Il existe deux modes d’emplois des bactériophages :

» «la phagothérapie probabiliste »: dans les situations d’urgences, ou le
traitement ne peut pas attendre les résultats bactériologiques. On administrera
un cocktail de phages offrant un spectre large. On aura recours a des
préparations du commerce. Par exemple, l'institut de Tbsilissi, produit le
Pyophage. Le Pyophage est une suspension d’'un mélange d’au moins trente
phages ayant une action sur staphylocoque, sterptocoque, pyocyanique,
colibacille et proteus. On parlera de phagothérapie « prét a porter »

On pourra secondairement, isoler la bactérie afin d’adapter la thérapeutique, on
parlera de « désescalade » phagique. [75]

» «la phagothérapie adaptée »: on identifie la bactérie avant d’administrer le
traitement. Une fois la bactérie isolée, deux situations peuvent étre envisagées :

o soit on peut produire une préparation extemporanée de phage (préparée
juste avant son emploi) spécifique de la souche a traiter, on parlera de
phagothérapie « sur mesure »

o soit on ne peut pas fabriquer de préparation extemporanée spécifique de
la souche a traiter pour des raisons diverses, on utilisera un produit de
commerce le plus proche possible de la souche a traiter : phagothérapie
« prét a porter » [74]

Les phages pourront donc étre utilisés soit en « monothérapie », c’est a dire a I'aide d’'un
phage unique spécifique de la bactérie a détruire, soit sous forme de cocktails. Dans la
forme cocktail, les phages pourront avoir la méme spécificité antibactérienne soit étre
actifs sur plusieurs espéces bactériennes (Gram positif et négatif).
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Toutes les voies d’administrations sont possibles, depuis le dép6t au niveau du site
d’infection jusqu’aux différentes voies injectables. Selon les voies d’administration, il a
été mis au point de nombreuses formes pharmaceutiques. Classiquement les
bactériophages sont amenés directement au contact des bactéries pathogenes. Par
exemple, sur les plaies, ils sont appliqués sous la forme liquide soit directement, soit au
cours d’interventions chirurgicales qui permettent un meilleur acces au niveau du foyer
infectieux.

Cependant les formes peuvent varier en fonction des situations cliniques. Par
exemple dans le cas d’infections pulmonaires, il est nécessaire de faire inhaler les
bactériophages sous formes de suspensions liquides ou de poudres grace a des sprays
ou par nébulisation. Il a été envisagé aussi I'encapsulation des bactériophages dans des
microsphéres biodégradables afin d’atteindre les bactéries a multiplication
intracellulaire. Pour les infections digestives, il a été proposé de les mettre sous forme
de comprimés gastro résistants afin de les protéger de 'acidité de I'estomac.

5. Les perspectives thérapeutiques

La phagothérapie n’est actuellement autorisée en médecine humaine officiellement
qu’en Géorgie, Pologne et Russie. Cette thérapeutique n’a jamais été abandonnée dans
les pays de I'Est. Par exemple en Géorgie, la thérapie par les phages fait partie des
protocoles de soins standard. Deux formulations de D'Hérelle, le Pyophage et
I'Intestiphage sont actuellement les principales utilisées en Géorgie et en Russie.

Le Pyophage cible les bactéries causant des infections purulentes a Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, deux especes de Proteus, et plusieurs
especes de Streptococcus. L’Intestiphage vise environ 23 bactéries entériques
différentes, ainsi que des souches de Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa.

Dans les pays de I'Ouest tel que la France, elle n’est utilisée qu’a titre
compassionnelle. Quelques médecins cependant ont continué de les utiliser en Europe.
Comme par exemple en France, le chirurgien André Raiga-Clémenceau a utilisé ces
préparations phagiques pendant ses 50 années d’exercices. Les centaines de cas
d’infections traitées par les phages sont pour certaines décrites dans le « manuel de la
phagothérapie » écrit par Paul Hervé Riche, qui n’est autre que son ancien éléve. [128 ]
Les connaissances empiriques acquises sur la phagothérapie en un siecle d’utilisation a
I'Est permettent de voir les potentiels offerts par les phages. Néanmoins, les études
cliniques, selon les normes réglementaires pharmaceutiques européennes ou
américaines, n’ont jamais été réalisées et les traitements utilisés en Géorgie, Russie ou
Pologne ne sont pas autorisés sur notre territoire.

De nombreuses études précliniques ont été menées dans de nombreux modeles
animaux avec les phages. Notamment des 1980 aux Etats Unis avec deux vétérinaires,
Smith et Huggins, qui entreprirent des expériences rigoureuses selon les normes
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réglementaires. Ils mirent en évidence l'action thérapeutique des phages chez les
animaux. Cependant rares sont celles qui se sont concrétisées par des évaluations
scientifiques solides chez 'homme. Depuis le regain d’'intérét de la phagothérapie,
seulement trois essais humains ont été réalisés selon les normes actuelles en Europe. Ils
ont montré I'efficacité et la sécurité des traitements : il s’agit :

» Le premier essai, réalisé aux Royaume-Uni, concerne le traitement des otites
chroniques a Pseudomonas aeruginosa rapporté par Wright et al. en 2009. C’est
le premier controle en double aveugle de phase I/1I des essais cliniques pour un
cocktail de phages sur 24 patients. Le cocktail de phages contenait six phages
virulents contre des souches résistantes a Pseudomonas aeruginosa appelé
Biophage-PA. 11 a été appliqué directement dans l'oreille des patients. Des
améliorations cliniques significatives ont été observées dans le groupe traité par
les phages par rapport au groupe placébo et il n’a été rapporté aucun effet
indésirable avec le traitement par les phages. Le premier essai clinique contré6lé
d'une préparation bactériophage thérapeutique a montré l'efficacité et la
sécurité dans les otites chroniques a P. aeruginosa. [122]

» A la méme période, aux USA, un autre essai clinique de phase I a été entrepris
afin d’examiner la sécurité d'une préparation de bactériophages contre
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus et Escherichia coli chez 42
patients souffrant d’ulcere chronique de la jambe. Les ulceres ont été traités
pendant 12 semaines. A la fin de cette étude, le traitement par les bactériophages
n’a révélé aucun probleme de sécurité. [123]

» En Belgique, en 2009, 'équipe de Merabishvili a produit et controlé la qualité
d’'un cocktail de bactériophages exclusivement lytiques congus pour le
traitement des infections a Pseudomonas aeruginosa et a Staphylococcus aureus
pour les plaies surinfectées chez les patients brulés. La production de ce cocktail
appelé BCF-1 a été produite selon les normes Européennes. Il a été montré que
I'application de BCF-1 ne montrait aucun effet néfaste [124]

Les études n’‘ont pas dépassé le stade Il des études cliniques et ne sont pas
suffisantes. Pour espérer utiliser les bactériophages a des fins thérapeutiques, il
convient de définir les regles d’utilisation dans le cadre des bonnes pratiques, d’établir
I'aspect réglementaire permettant 'usage de la phagothérapie et d’effectuer une étude
humaine respectant les bonnes pratiques scientifiques selon les normes européennes.

Ainsi les premiers essais chez 'homme avec des produits validés par les agences
francaises et européennes du médicament sont en cours depuis quelques mois. C’est
I'objectif du projet multicentrique européen Phagoburn. Il a été lancé en 2013 afin
d’évaluer la phagothérapie pour traiter les infections cutanées bactériennes a
Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa chez les patients brulés. Deux produits ont
été mis au point par la société francaise Pherecydes Pharma: PPO121 = cocktail contre
Escherichia coli et PP 1131 contre Pseudomonas aeruginosa.

Phagoburn est conduit dans 3 centres de brulés francais a Clamart, Lyon et Nantes. Dans
3 centres belges a Bruxelles, a Loverval et a Liege et un centre Suisse en Lausanne.

94



En 2015 un autre projet est lancé, le projet PHOSA qui a pour objectif la mise au
point d'un cocktail de bactériophages lytiques efficace contre les infections
ostéoarticulaires (I0A) provoquées par les staphylocoques.

Les perspectives thérapeutiques sont nombreuses et les phages offrent un grand
potentiel dans la lutte contre les infections bactériennes. Dés 1926, d’'Hérelle dans son
ouvrage « Le bactériophage et son comportement » lista les nombreuses possibilités
thérapeutiques des phages »

IIs auraient une indication dans les infections digestives, pulmonaires, ostéo-
articulaires et bien d’autres encore. Leur champ d’action est vaste et les perspectives
sont énormes. [125]
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Les bactériophages et les antibiotiques sont deux moyens de combattre une
bactérie pathogéne mais ils ont des modes d’actions tres différents. La phagothérapie est
trés souvent percue comme une alternative a I'antibiothérapie. Cependant elle devrait
étre aussi envisagé comme un complément de I'antibiothérapie.

Une équipe de chercheurs frangais a observé lors d’une analyse de routine
d’antibiogramme pour une infection urinaire a Escherichia coli, que les plages de lyses
étaient plus grandes que la normale, a proximité des antibiotiques. Il s’est avéré que
'analyse urinaire avait été contaminée par des phages.

L’addition d’antibiotiques a faible dose a des cultures bactériennes, bloque la
division cellulaire. Ce blocage induit une altération des bactéries ne pouvant plus se
diviser, elles deviennent plus grosses augmentant ainsi le volume bactérien. Il en résulte
une amplification plus importante du nombre de virions produits lors du cycle de
réplication des phages. Cette surproduction de phages permet une lyse bactérienne
encore plus efficace.

Héte E. coli MFP Héte E. coli MFP
Phage - Phage GMFP

Figure 34 : Le phénomeéne de « Synergie Phages-Antibiotiques » (PAS) avec le phage
®MFP sur Escherichia coli MFP. [126 ]

A gauche, un antibiogramme montrant la sensibilité de la souche uropathogéne E. coli MFP a différents antibiotiques.
Notez que cette souche est résistante a 'amoxicilline et la triméthoprime/sulfaméthoxazole (absence de halo
d'inhibition autour des deux pastilles). A droite, le méme antibiogramme avec I'addition de plusieurs centaines de
phages virulents ®MFP dans le tapis bactérien. Les plages de lyse sont beaucoup plus grandes a proximité des
antibiotiques -lactames aztreonam et cefixime (indiqués avec les « + »). L’augmentation de la taille des plages,
phénomeéne PAS, est causée par une surproduction de phages et une lyse plus rapide des bactéries par les phages. La
gentamicine et la tétracycline n’ont pas donné de réponse PAS (taille de plages de lyse normale autour des halos).
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Cependant, il a été montré que sur une méme bactérie, cet effet est variable selon
le bactériophage et I'antibiotique utilisé. L’activité synergique du couple bactériophage-
antibiotique sur une souche bactérienne peut étre plus ou moins marquée, voir absente.
[101]

Une étude in vitro a été menée pour montrer I'impact de la synergie des phages et
des antibiotiques. Elle a été réalisée sur Pseudomonas aeruginosa a laquelle on a
additionné soit un phage soit un antibiotique (streptomycine) soit phage et antibiotique.
[Is ont ensuite calculé la densité bactérienne a t=0h, 14h, 45h et 70h apres I'inoculation
des traitements sur la bactérie.

Figure 1
‘f’ phage-only
¢ antibiotic-only
¢
¢
S"“ phage-antibiotic
¥ “
¥ %
Oh 12h 24h ADDITION TIME

Figure 35 : Protocole des traitements simples (traitement par les phages uniquement ou
traitement par I'antibiotique uniquement) et traitement combiné (phage et antibiotique).

Phage-only = traitement par les phages uniquement a t=0
Antibiotic-only = traitement par I’antibiotique a t=0, a t=12h et a t=24h
Phage-antibiotique = 3 situations = la premiére : phage et antibiotique a t=0, la deuxiéme = phage a t=0 et
antibiotique a t=12h ; la derniére = phage a t=0 et antibiotique a t=24
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Figure 36 : Densité bactérienne apres 70h
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IIs ont remarqué que 'application seule du phage ou de I'antibiotique menée au
sauvetage évolutif de la bactérie par apparitions des résistances et au retour a des
densités importantes 70 heures apres 'application du traitement.

En revanche, I'addition du phage puis de I'antibiotique induit une inhibition
importante et permanente. De plus, il semble y avoir un délai optimal entre I'addition du
phage et de I'antibiotique. L’ajout de 'antibiotique a 12h apres I'injection du phage
montre une réponse destructrice plus importante que I'ajout de I'antibiotique a 24h.
Cela est probablement di au moment ou la réduction de la densité bactérienne par le
phage est maximale augmentant ainsi I'impact de I'antibiotique.

L’addition simultanée de 'antibiotique et du phage montre une réponse faible de la
densité bactérienne. L’antibiotique réduit rapidement la densité de bactéries diminuant
le nombre d’hétes nécessaires pour une infection par le phage.

Ces résultats montrent le role complémentaire des phages et des antibiotiques. Ils ont
mis en évidence I'existence d’un délai optimal entre I'addition du phage et de
I'antibiotique permettant une meilleure réponse antibactérienne.

Un des intéréts de l'utilisation du duo antibiotiques/bactériophages permet de
diminuer la pression de sélection exercée par les antibiotiques conduisant a I'apparition
de résistances. En pratique, quand cela est possible, on nettoie le foyer bactérien avant
d’administrer les antibiotiques afin de limiter cette pression de sélection. L’utilisation
des bactériophages réduirait la biomasse bactérienne présente au niveau de
I'infection permettant a l’antibiotique d’agir avec un risque limité de pression de
sélection.

Le deuxieme intérét de ce duo est l'utilisation sur les bactéries quiescentes. Les
phages ne sont pas tres efficaces sur les bactéries quiescentes. Cette association
permettrait dans un premier temps d’éliminer les bactéries actives au niveau du foyer
infectieux par les bactériophages. Dans un deuxiéme temps les bactéries résiduelles,
dues a leur faible multiplication, seraient éliminées par les antibiotiques.

Les études récentes sur la synergie des bactériophages-antibiotiques ne sont pas
nombreuses et ne permettent pas pour le moment d’expliquer le mécanisme. Mais ce
double traitement constitue un réel avantage pour combattre les bactéries, car son
activité antibactérienne est supérieure a celles des phages ou des antibiotiques utilisés
seuls. [101]

Paul-Hervé Riche ancien éléve de André Raiga-Clémenceau qui lui-méme était
ancien éleve de Felix d’'Hérelle évoque la « guérison naturelle dirigée ». Pour lui, « il n’est
pas nécessaire d’apporter des bactériophages de l'extérieur si auparavant on n’a pas
réalisé les conditions optimales qui permettront 'action de bactériolyse par les virus. »
Si les conditions optimales sont réunies, les bactériophages endogénes pourront
combattre I'infection bactérienne. Trois conditions doivent étre réunies :
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» La premiere condition est de vérifier le taux de sucre dans le sang ou
glycémie.

Les bactéries font fermenter le sucre. La fermentation du sucre libere des ions H*
qui acidifient le milieu. Nous avons vu qu’en milieu acide, I'activité du bactériophage est
diminuée voir inhibée. Des que la glycémie dépasse 1,60 g/l, le bactériophage a de
grosses difficultés a pénétrer dans la bactérie. Il faut donc vérifier I'absence de diabéte
ou de pré-diabéte (hémoglobine glyquée) par analyse de sang chez tout patient infecté.

» La deuxieme condition est de vérifier le pH. Le pH doit étre alcalin pour
une activité optimale des bactériophages.

» La troisieme condition est de supprimer les anticorps anti-phages du
sérum sanguin quant ils sont présents.
La présence d’anticorps anti-phage dans le sérum sanguin est mise en évidence de
maniere simple en utilisant une boite de Pétri.

Du c6té A = sérum du témoin
A B Du c6té B = sérum du patient
En haut:

A = dilution a 1% sérum témoin
l l B1 = dilution a 1% sérum patient

En bas:
Az = dilution a 1/1000000 du sérum témoin
B = dilution a 1/1000000 du sérum témoin

Si les bactéries poussent en nappe coté B et sont détruites coté A, cela prouve que le
sérum du patient est incapable de détruire la bactérie.

présence de plage de lyse coté témoin et patient = Présence de plage de lyse coté témoin mais pas
absence d’anticorps anti-phage cOté patient, la bactérie a pu se multiplier =
présence d’anticorps anti-phage

Figure 37 : Mise en évidence de la présence des anticorps anti-phage [127][128 ]
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Pour lever I'inhibition des anticorps anti-phages, il a recours a I'auto-hémo-

thérapie

La technique consiste a prélever 18 centimetres cubes chez I'adulte de sang
veineux au pli du coude et de le réinjecter dans la fesse homolatérale du patient tous les
troisieme et sixiéme jours pour les infections aigués, tous les quatriéme et huitieme
jours si infections chroniques. Quand la réaction de destruction bactérienne se produit,
le patient présente un pic de fievre brutal (41° C, voire 42° C) tres bien supporté. Cette
technique permet de lever I'inhibition par les anticorps anti-phages. Mais cela n’est pas
encore démontré.

Ces trois conditions doivent étre réunies pour mener a bien la phagothérapie
naturelle.
Ce protocole de « guérison naturelle dirigée » a été mis en place par Hervé-Paul Riche. Il
n’est cependant pas approuvé par les autorités sanitaires.

La phagoprophylaxie est l'utilisation de bactériophages lytiques afin d’éviter
I'apparition de certaines maladies infectieuses bactériennes. Le premier a l'avoir
proposée et a 'avoir appliquée est Felix d’'Hérelle sur les animaux. [18]. Elle a aussi été
utilisée chez 'homme pour enrayer certaines épidémies dont celle du choléra en Inde.

Dans le domaine médical, par exemple, elle pourrait avoir une indication pour
éliminer le portage intestinal de Clostridium difficile afin de prévenir la colite
pseudomembraneuse suite a la prise d’antibiotique. Cependant, aucune souche de
bactériophage strictement lytique pour Clostridium difficile n’a encore été isolée.

La phagoprophylaxie a aussi été envisagée dans le domaine agroalimentaire. Pour
la premiere fois, en 2006, aux Etats-Unis, l'utilisation d’une préparation a base de
bactériophages a été autorisée par I'autorité administrative (FDA) pour lutter contre la
listériose due a Listeria monocytogenes, comme par exemple, le ListShield™ produit par
Intralytix. Ce laboratoire a élargi sa gamme avec EcoShield actif contre escherichia coli
0157 :H7 et SalmoFresh actif contre Salmonella.

Elle a aussi une indication dans le domaine agricole, depuis plusieurs années, un
produit permet de combattre le «feu bactérien » (maladie bactérienne qui affecte
certaines plantes) : Agriphage. [75]

Les indications pour la phagoprophylaxie sont nombreuses et les champs d’applications
abondants.

Il y a beaucoup d’arguments qui montrent que la phagothérapie peut-étre une réponse

aux difficultés que rencontre I'antibiothérapie. Cependant I'un des obstacles les plus
importants est sans doute le flou réglementaire autour de la phagothérapie.
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6. Cadre réglementaire

En France, les derniers bactériophages thérapeutiques ont été disponibles jusque dans
les années 1980. Apres I'abandon de cette thérapeutique, la seule option possible dans
ce contexte est de l'utiliser sous I'égide de la convention d’Helsinki qui précise qu’en
présence d’une situation ou toutes les thérapeutiques reconnues ont échoué, le
thérapeute est en droit de recourir a 'option thérapeutique qu'il estimera efficace. Ainsi,
en France, grace a I'association GEEPhage et le centre hospitalier de Villeneuve-Saint-
Georges, la thérapeutique par les phages a été utilisée dans le cadre de thérapeutiques
compassionnelles. Mais seuls quelques patients ont pu avoir acces a cette thérapeutique
et éviter ainsi une amputation programmeée grace a des produits importés de pays de
I’Est dans le service de Pathologie infectieuse de Villenave-Saint-Georges. Cependant
cette pratique ne permet pas I'application a de nombreuses personnes. Donc un nombre
croissant de patients se rend en Géorgie, au centre de phagothérapie de Thilissi, pour
recevoir un traitement, car les bactériophages n’ont jamais cessé d’étre utilisés la bas (et
en Russie aussi). Mais ce « tourisme médical » et la thérapeutique compassionnelle ne
peuvent pas étre la réponse définitive a I'absence de cadre réglementaire en Europe. Et
c’est seulement en 2011, que les phages ont été considérés comme des médicaments en
Europe.

Dans ce contexte un rapport rédigé par le centre d’analyse stratégique (CAS) en
novembre 2012 consacrait une partie sur la phagothérapie et appelait au plus tot a une
évaluation de son potentiel. [129]

Dans ce contexte deux projets PHOSA (projet national) et PhagoBurn (projet européen)
ont été lancés ayant pour but de traiter les infections ostéoarticulaires (PHOSA) et les
infections des grands brulés (PhagoBurn).

Cependant plusieurs problémes freinent le développement a grande échelle de la
phagothérapie. La nature méme du phage, qui fait de lui un biomédicament, et 'absence
de financement.

Les médicaments de nature biologique sont appelés biomédicaments. De par leurs
natures, ils entrainent une réglementation particuliere en raison des parametres et des
constantes du produit plus difficiles a définir, a garantir et a maitriser. Ils posent donc
un probléme de production, de reproductibilité et de stabilité plus difficile a obtenir
qu’avec des médicaments classiques. Depuis quelques années, les traitements par les
médicaments Biotechs sont utilisés couramment, et en ce moment sont méme
développés les génériques de certains médicaments biotechs. Les cadres réglementaires
sont déja adaptés a la fabrication et a la commercialisation des biomédicaments.
Cependant les bactériophages de par leur coévolution avec les bactéries, nécessitent un
cadre réglementaire permettant une approche « sur mesure » plutdét qu'une approche de
médicament « prét a porter ». En effet si le bactériophage thérapeutique devait suivre le
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long processus de recherche et développement et des études de mises sur le marché, il
est fort probable que le bactériophage ne répondrait pas ou plus aux attentes initiales.
Ce concept du « sur mesure » complexifie I'élaboration d'un cadre réglementaire adapté.

Aujourd’hui, un médicament doit étre conforme a des normes tres strictes de Bonnes
Pratiques de Fabrication (BPF) a fin d’obtenir le label GMP (Good Manufacturing
Practice). Ces étapes doivent étre validées par les autorités administratives (EMA pour
I'Europe et ANSM pour la France). Or ces procédures ne sont pas adaptées a la
fabrication de tels biomédicaments que sont les bactériophages. Cette étape préalable
est obligatoire pour que puissent étre engagées les procédures d’Autorisation de mise
sur le marché (AMM). Méme une ATU (Autorisation Temporaire d'Utilisation)
nominative ne peut étre délivrée, ne serait-ce qu’exceptionnellement, tant que le
biomédicament n’est pas labélisé GMP.

Devant ce flou réglementaire, le 18 février 2016 s’est tenu a I’Assemblée nationale
francaise, un colloque afin de discuter du cadre réglementaire pour réintroduire ces
médicaments biologiques dans 'arsenal thérapeutique. De plus, I'utilisation des produits
venant de Géorgie ou de Russie n’est pas envisageable car ils ne sont pas compatibles
avec les normes européennes des médicaments.

Les phages étant des produits de la nature, ils ne sont pas brevetables. De ce fait,
I'absence de profit n’intéresse pas les firmes pharmaceutiques. Cette absence de
financement ne permet pas la réalisation de grands essais thérapeutiques. Seulement
quelques start-up se sont lancées dans ce projet.

Il est proposé pour le futur cadre juridique de prendre en compte deux types de
productions. L'une proposerait du « prét a porter » c’est a dire des productions standard
comme celle que I'on peut retrouver dans les pays de I'Est. La seconde proposerait du

« sur mesure » c’est a dire adaptée a un cas particulier. Ce qui complique encore plus
I'aspect réglementaire des bactériophages.
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V.Conclusion
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La réintroduction des phages comme agents thérapeutiques et/ou prophylactiques
nécessite encore quelques réglages mais elle semble étre un candidat solide et
performant a l'antibiorésistance et apporte un nouvel espoir dans la lutte des
résistances bactériennes. Cette thérapeutique fera appel a une médecine adaptée et
personnalisée avec l'utilisation de « médicament individuel » qui impliquera des
changements profonds tant au niveau du patient, du personnel médical mais aussi au
niveau des entreprises pharmaceutiques.

La réhabilitation de ce « biomédicament » dans I'arsenal thérapeutique occidental
devient de plus en plus une réalité. L’action bactéricide n’est plus a prouver, certains
effets sont connus et étudiés a I'’heure actuelle comme la modulation de I'immunité de
I’hote, la synergie avec les antibiotiques et les interactions avec le biofilm, mais nous en
sommes qu’au début des recherches. En effet seul 10% des phages ont été décrits a ce
jour. Les 90 autres pourcents attendent d’étre découverts et de dévoiler leurs secrets.
Les bactériophages n’ont pas fini de nous surprendre et ils représentent de véritables
challenges tant le champ d’investigation semble vaste.
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SUMMARY

Title: Phage therapy: «an alternative » and/or «a complementary » therapeutic
solution to the problems of bacterial resistances

The steady rise of multidrug resistance bacteria and the need for new ways of fight make
the phagotherapy a serious solution for the resistance to antibiotics. Thanks to the
accumulation of empirical knowledge since the last century and a rigorous approach for
few decades, bacteriophages seem to be convincing candidates for bacterial fight.

The history of phage therapy is rich in many ways: after a global craze, it has been
removed with the emergence of antibiotics in Western medicine. But for a few decades,
phagotherapy’s reemergence has been observed.

This therapy uses viruses, bacteria’s naturals predators named bacteriophage or phage.
It is the bactericidal action of lytic phage that is used in phagotherapy. They also have
beneficial effects like modulating immunity, antibiotics synergy and interaction with
biofilm.

However we are only at the beginning of research and phages’s potential seems to be
huge. The phage therapy offers new opportunities and a new hope for the fight of
multidrug resistance bacteria.
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bacteriolytic drug, phage therapy, antibacterial treatment
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RESUME

Titre: La phagothérapie: une solution thérapeutique «alternative» voir
« complémentaire » aux problemes de résistances bactériennes.

La constante augmentation des résistances bactériennes et la nécessité de disposer de
nouveaux moyens de lutte, font de la phagothérapie une solution sérieuse a
I'antibiorésistance. Grace a l'accumulation des connaissances empiriques depuis un
siecle et a une approche rigoureuse depuis quelques décennies, les bactériophages
semblent étre des candidats probants pour la lutte bactérienne.

L’histoire de la phagothérapie est riche a bien des égards: apres un engouement
mondiale, elle fut écartée avec l'apparition des antibiotiques dans la médecine
occidentale. Mais depuis quelques décennies, on observe une renaissance de la
phagothérapie.

Cette thérapeutique utilise des virus, prédateurs naturels des bactéries: appelés
bactériophage ou phage. C’est I'action bactéricide des phages lytiques qui est utilisée
dans la phagothérapie. Ils ont aussi d’autres effets bénéfiques comme la modulation de
I'immunité de I'hote, la synergie avec les antibiotiques et les interactions avec les
biofilms.

Cependant nous sommes qu’au début des recherches et le potentiel des phages semble
immense. La phagothérapie offre de nouvelles perspectives et un nouvel espoir dans la
lutte des bactéries multirésistantes.
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