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Introduction

Ce travail de theése pose le probléme de la résistance des bactéries aux antibiotiques et

présente la thérapie par les bactériophages, ces virus destructeurs de bactéries.

Les maladies infectieuses sont transmissibles entre individus et ont été, jusqu’au milieu
du 20°™¢ siécle, associées a un taux de mortalité élevé, en particulier celles d’origine bactérienne
comme la pneumonie ou la tuberculose. A I’exception de certaines maladies comme le SIDA!,
la maladie a virus Ebola (MVE) ou la malaria, les maladies infectieuses sont aujourd’hui
considérées dans 1’esprit général comme vaincues par les antimicrobiens en particulier les
antibiotiques. Or, dés les débuts de I’antibiothérapie, les scientifiques ont observé que les
bactéries pouvaient développer des mécanismes de résistance leur permettant de survivre au
traitement. Ce phénoméne mondial continue de croitre, plusieurs scientifiques annoncent que
I’on pourrait entrer dans une ere post-antibiotiques ou les maladies infectieuses reprendraient
du terrain et ou le nombre de morts associés a ces maladies serait plus important que les déces
dus au cancer aujourd’hui. L’OMS affirme d’ailleurs que 1’antibiorésistance est une menace
majeure pour I’Humanité.

Face a ce probleme, les gouvernements et la communauté scientifique s’accordent a
penser qu’il est urgent de trouver et de développer de nouveaux traitements efficaces et
durables. La phagothérapie, connue depuis une centaine d’années, serait aujourd’hui une des

alternatives envisageables les plus avancées.

Dans une premicre partie, je m’attarderai sur 1’histoire de 1’antibiothérapie, son marché
et les mécanismes de résistance des bactéries aux antibiotiques ainsi que sur les mesures
gouvernementales mises en place et les alternatives thérapeutiques possibles.

Dans une seconde partie, je développerai la phagothérapie via son histoire, sa
technologie et ses domaines d’application potentiels. Puis, je ferai un état des lieux de son
marché actuel et de son statut réglementaire. Enfin, nous verrons ou se situent les freins a son
développement mais également les signes positifs favorisant son utilisation ainsi que les

applications technologiques associées.

! Syndrome d’Immunodéficience Acquise
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L’antibiothérapie et phénomene de résistance aux antibiotiques

Histoire et marché de I’antibiothérapie

1.1. L’¢ére pré-antibiotique : « Quand une égratignure pouvait tuer »

Dans les pays développés, il est aujourd’hui difficile de se rendre compte du fléau que
pouvaient représenter les maladies infectieuses en termes de taux d’incidence et de mortalité
avant la commercialisation du premier antibiotique en 1944. De nos jours, un adulte moyen aux
Etats-Unis a plus de risque de décéder d’une cause accidentelle ou violente que d’une maladie
infectieuse (1). A I’échelle mondiale, les maladies non transmissibles, comme les cancers ou
les maladies cardiovasculaires, causent quatre fois plus de déces que les maladies infectieuses
(1). L’espérance de vie a la naissance d’un Francais moyen était de 82,7 ans en 2019, alors
qu’au début du 20°™ siécle, elle ne dépassait pas les 50 ans (2) [Figure 1, (2)]. Cette
augmentation importante de 1’espérance de vie est le résultat d’une meilleure connaissance des
maladies infectieuses et de leurs traitements dés la seconde moitié du 20°™ siécle. Il est estimé

que les antimicrobiens ont augmenté I’espérance de vie de 5 a 10 ans aux Etats-Unis (3).

Figure 1 - Espérance de vie i la naissance de 1850 a 2019 en France, aux Etats-Unis et dans le monde

France

80 years United States

World
70 years

60 years
50 years
40 years

30 years
1850 1880 1900 1920 1940 1960 1980 2000 2019

Source: Riley (2005), Clio Infra (2015), and UN Population Division (2019) OurWorldIinData.org/life-expectancy « CC BY

En 1900 aux Etats-Unis, environ un tiers de I’ensemble des décés recensés étaient dus
a trois principales maladies infectieuses : la tuberculose, la pneumonie et la gastroentérite (4).
[Figure 2, (4)]. A cette époque, 10% des enfants décédaient avant leur premier anniversaire et

6 a 9 méres pour 1000 naissances décédaient au cours de I’accouchement ou peu de temps apres.
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40% de ces déces étaient dus a une septicémie possiblement engendrée par une infection

cutanée non soignée (1).

Figure 2 - Les 10 principales causes de décés en % de I'ensemble des décés
recensés aux Etats-Unis en 1900.
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Lors de la révolution industrielle au 19°™ siécle, la croissance urbaine fut telle que les
habitants vivaient dans des conditions de vie insalubres : logements surpeuplés, systéme
d’assainissement des eaux limité... Les maladies infectieuses provenant de 1’air ou de I’eau se
répandaient alors facilement. Ces maladies n’épargnaient pas non plus les populations les plus
aisées. Calvin Junior Coolidge, fils du Président américain Calvin Coolidge, est mort en 1924
d’une infection bactérienne causée par Staphylococcus aureus. Bien qu’il ait eu acces aux
meilleurs soins médicaux, I’adolescent est décédé d’une septicémie une semaine aprés une
ampoule au pied survenue au cours d’une partie de tennis (5). Avant I’arrivée des antibiotiques,
il était en effet possible de mourir d’une égratignure, d’une coupure ou d’une ampoule
d’apparence inoffensives. Dans les villes a population dense comme Paris ou Londres, la
tuberculose, appelée « peste blanche », faisait également des ravages. Le taux de mortalité
annuel était de 800 a 1000 pour 100.000 habitants (1). Lorsqu’une personne contractait la
maladie, elle avait 80% de risque d’en mourir (1). Les patients, envoyés dans les sanatoriums,
isolés et disposant de I’air frais de la montagne ou de la mer, voyaient une amélioration de leurs
symptomes mais leur espérance de vie restait fragile.

Lors de la Premicére Guerre mondiale (1914-1918), de nombreux soldats ont perdu des
membres ou sont morts apres des infections de leurs plaies. Faute de solutions plus efficaces,
les médecins de guerre essayaient de les combattre a 1’aide d’antiseptiques qui n’étaient pas

assez puissants ou alors corrosifs (6). L’amputation finissait par étre souvent I’issue privilégiée
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lorsqu’elle était possible. Cette pratique est parfois nécessaire encore aujourd’hui, face a la
multirésistance de certaines bactéries et 1’inefficacité des antibiotiques disponibles.

A ’époque, les causes des maladies infectieuses n’étaient pas trés bien comprises. Avant
le milieu du 19°™ sigcle, plusieurs scientifiques avaient remarqué que certaines maladies
comme le choléra étaient contagieuses mais sans en comprendre la diffusion dans une
population (1). On pensait que des vapeurs nauséabondes, « les miasmes », transmettaient les
maladies et étaient favorisées par 1’environnement et la proximité avec la « saleté¢ » (1). En
réalité, les sources de contagion étaient mal identifiées. Beaucoup pensaient que la fievre
typhoide était due a la contamination fécale et a la mauvaise hygiéne personnelle, sans penser

que cela pouvait étre dii a I’eau ou I’alimentation consommeées et contaminées (1).

Le développement de la théorie des germes, au milieu du 19°™ siécle, a changé la vision
de ces maladies en démontrant que les infections étaient dues a des microorganismes. L’un des
plus célebres fondateurs de cette théorie est Louis Pasteur, chimiste francais, qui s’est intéressé
aux processus de fermentation et de putréfaction de la nourriture (1). Il a observé qu’elle était
contaminée par des microorganismes provenant de I’environnement et non pas d’un processus
intrinséque a la nourriture elle-méme comme on le pensait auparavant. Un des autres fondateurs
de cette théorie, Robert Koch, médecin et biologiste allemand, a démontré, a la fin des années
1870, que les bactéries étaient des microorganismes pouvant engendrer des maladies (1). En
1882, il a réussi a isoler le bacille tuberculinique en démontrant qu’il était a 1’origine de la
tuberculose (1). En 1854, John Snow, médecin anglais, a mené des recherches sur le choléra en
trouvant la source de contamination dans un quartier de Londres (1). Il s’agissait d’une source
d’eau avec une pompe partagée, soutenant sa théorie selon laquelle le choléra pouvait se
transmettre par I’eau potable. Dans les années 1860, Joseph Lister, chirurgien anglais, s’est
intéressé aux recherches de L. Pasteur sur la contamination par les microorganismes et a utilisé
des antiseptiques pour nettoyer les plaies de ses patients apres une opération (1). I a observé

que le nombre d’infections aprés chirurgie avaient considérablement diminué (1).

Ces découvertes ainsi que I’acceptation de la théorie des germes ont joué un role crucial
dans la prévention et le traitement de ces maladies dans toutes les grandes villes européennes.
En Angleterre, Sally Davies, médecin travaillant pour le gouvernement, a organis¢ des
programmes d’intervention pour protéger la santé de la population comme la création du
premier systéme d’égout moderne & Londres dans les années 1860, la pasteurisation du lait ou

encore la vaccination (1).
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1.2. Emergence et dge d’or de I’antibiothérapie

Aprées avoir mieux compris la théorie des germes et I’origine des maladies infectieuses,
les recherches se sont multipliées pour découvrir, développer et enfin commercialiser des

traitements efficaces dés la seconde moitié du 20°™¢ siécle.

1.2.1. Emergence de I'antibiothérapie

L’une des figures emblématiques de cette e¢re des antibiotiques est Paul Ehrlich, chimiste
allemand ayant eu I’idée de « balles magiques » ciblant sélectivement les microbes pathogenes
et non I’hdte. Il a d’abord observé que certains colorants pouvaient cibler sélectivement
différents types de tissus. Il a également engagé des recherches sur des composés a base
d’arsenic pour cibler et tuer le pathogeéne de la syphilis, identifié¢ en 1905 en Allemagne par
Fritz Schaudinn et Erich Hoffman. La syphilis, maladie sexuellement transmissible, était en
effet endémique et quasiment incurable a 1’époque (7). Apres avoir testé des centaines de
composés sur des souris, P. Ehrlich et le bactériologiste japonais Sahachiro Hata, ont découvert
en 1907 un composé a base d’arsenic détruisant sélectivement le Treponema Pallidum. Ce
composé fut nommé arsphenamine et fut testé pour la premicre fois sur des humains en 1909
pour étre commercialisé I’année suivante sous le nom de Salvarsan (8). Il fut considéré comme
le traitement standard de la syphilis jusqu’a la Seconde Guerre mondiale (1939-1945) et le

premier antimicrobien a entrer dans 1’'usage courant.

L’approche de criblage systématique introduite par P. Ehrlich est devenue le fondement
des stratégies de recherche de médicaments dans I’industrie pharmaceutique. Les recherches
sur les sulfamides en 1932 par Bayer en sont issues. La sulfamidochrysoidine découverte par
Gerhard Domagk, biologiste allemand employé du laboratoire, est le premier antimicrobien
synthétique a étre commercialisé, sous le nom de Prontosil, en 1935 (7), (9). En 1939, G.
Domagk a d’ailleurs recu le prix Nobel de physiologie ou médecine pour la découverte de ce
médicament (10). Les molécules de la famille des sulfamides ont été largement utilisées jusqu’a
la Seconde Guerre mondiale avant de rencontrer des phénomenes de résistance les rendant

moins efficaces.
Une autre figure emblématique de cette ¢ére est Alexander Fleming, chercheur

britannique qui menait des recherches sur les bactéries staphylocoques et qui a découvert de

fagon inopinée la pénicilline en 1928. En rentrant de vacances, A. Fleming a découvert que ses
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boites de culture de bactéries étaient contaminées par une moisissure, le Penicillium glaucum,
et que celui-ci sécrétait une substance antimicrobienne, la pénicilline. Il n’est en revanche pas
le premier chercheur a avoir observé les propriétés thérapeutiques de cette moisissure. En effet,
Ernest Duchesne, médecin militaire frangais, avait démontré en 1897, que le P. glaucum se
développant sur le bleu d’Auvergne avait des vertus prophylactiques contre les bactéries. Sa
thése était passée inapercue a 1’époque et ce n’est que plus de trente ans plus tard que son
pouvoir curatif fut redécouvert. A. Fleming ayant réussi a isoler une souche plus efficace, le
Penicillium notatum, ne parvint pas a la stabiliser pour en produire des quantités suffisantes. Il
chercha donc en vain des chimistes pour produire et développer la pénicilline.

Ce ne fut que douze ans plus tard en 1940, qu’une équipe d’Oxford dirigée par Howard
Florey et Ernst Boris Chain, publia un article décrivant un protocole de purification de la
pénicilline en quantité suffisante pour effectuer des tests cliniques. Les premiers essais sur
I’Homme ont pu débuter en 1941 mais les chercheurs ont rapidement eu besoin d’aide pour
produire le médicament de fagon plus importante. H. Florey et E. B. Chain se sont donc rendus
aux Etats-Unis pour partager leurs recherches avec le Département Américain de 1’ Agriculture
(US Department of Agriculture, USDA). Les résultats positifs des recherches menées dés 1942
sur Penicillium chrysogenum, ont conduit des laboratoires pharmaceutiques américains comme
Merck, Pfizer, Squibb ou Lederle a collaborer pour produire le médicament de facon
industrielle a large échelle. La molécule a été largement utilisée par les laboratoires sans avoir
de brevet. Apres plusieurs essais cliniques menés entre 1942 et 1943, la pénicilline a été mise
a disposition des troupes alliées des mai 1944. Elle fut commercialisée au grand public I’année
suivante et est devenue le premier antibactérien blockbuster? de I’histoire. A. Fleming, H.
Florey et E. B. Chain ont regu le prix Nobel de physiologie-médecine en 1945 pour « la

découverte de la pénicilline et ses effets curatifs de nombreuses maladies infectieuses » (11).

1.2.2. Age d’or de I’antibiothérapie

Apres le succes de la pénicilline, les laboratoires pharmaceutiques se sont empressés de
rechercher et commercialiser de nouveaux médicaments aux propriétés similaires. Ces
nouveaux traitements pergus comme « miraculeux » permettaient de guérir de maladies
auparavant incurables. Avant 1’arrivée de la pénicilline, une pneumonie séveére pouvait tuer

90% des sujets infectés et son utilisation a permis de réduire la mortalité jusqu’a 10% seulement

2 Un blockbuster est un médicament générant plus d’un milliard de dollars de chiffre d’affaires.
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des sujets infectés (12). Un autre exemple probant est celui de la mortalité infantile aux Etats-
Unis qui a diminué de plus de 50% apres 1’utilisation des sulfamides puis de la pénicilline (1).
Le succes commercial fut tel que les laboratoires, soutenus par les médias, la distribuaient
largement au grand public, au point ou 1’on pouvait s’en procurer sans restriction dans les
pharmacies (1).

Pourtant, lors de la remise de son Prix Nobel en 1945, A. Fleming avait déja exprimé
ses inquiétudes quant au mésusage du médicament par les populations (1). Il expliquait que les
personnes ignorantes risquaient de le sous doser et d’exposer leurs microbes a des quantités non

mortelles les rendant ainsi résistants (1).

En 1943, deux chercheurs américains, Selman Walksman et Albert Schatz, ont
découvert la streptomycine, premier antibiotique efficace contre la bactérie responsable de la
tuberculose, Mycobacterium tuberculosis. Sa commercialisation fut le résultat d’une
collaboration avec Merck et le gouvernement américain pour la produire de fagon industrielle.

S. Waksman a obtenu un Prix Nobel en 1952 pour ses recherches (13).

Les trois décennies qui ont suivies la Seconde Guerre mondiale, ont été extrémement
productives en termes de médicaments antibactériens avec plusieurs centaines commercialisés
dans le monde (12). En 1947, le chloramphénicol et en 1948, I’oxytétracyline ont été les
premiers antibiotiques a large spectre disponibles avant de nombreux autres. On estime qu’au
début des années 60 plus des trois quarts des familles d’antibiotiques avaient été découvertes
(14). La compétition entre laboratoires pharmaceutiques était trés forte et de nombreux
programmes de recherches ainsi que des partenariats public-privés voyaient le jour. Il faut noter
que la mise a disposition d’antibiotiques efficaces a également été essentielle au développement
d’opérations chirurgicales maintenant considérées comme des interventions de routine. La
transplantation d’organes, opération initiée dans les années 1950, profite encore largement des
antibiotiques. En effet, les patients transplantés sont mis sous immunosuppresseurs pour réduire
le risque de rejet, ce qui les rend hautement vulnérables aux infections opportunistes. Ces

patients ont d’ailleurs besoin d’une antibiothérapie efficace au long cours.

Parmi les familles d’antibiotiques disponibles aujourd’hui [4nnexe 1], les principales
sont les béta-lactamines (pénicillines, céphalosporines, monobactames et carbapénémes), les

macrolides, les aminosides, les cyclines et les quinolones. On les différencie en fonction de leur
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spectre d’activité (large ou étroit), leurs indications, leur voie d’utilisation, leur mode d’action,

leur fréquence d’utilisation, leurs contre-indications et leurs effets indésirables.

Ces médicaments peuvent étre naturels ou de synthése. Ils inhibent la croissance (effet

bactériostatique) ou tuent (effet bactéricide) les bactéries.

La médecine humaine n’est pas la seule concernée par [’utilisation massive des
antibiotiques. Rapidement, les mondes vétérinaire et agricole ont aussi utilisé ces médicaments.
Depuis le milieu du 20°™ siécle, la production alimentaire a évolué avec une demande
croissante en protéines animales et une banalisation de 1’'usage des antibiotiques dans les
¢levages (15).

Leur utilisation dans les élevages est de trois natures :

e A objectif curatif / thérapeutique : soigner un animal malade pour son bien-étre et aussi
pour obtenir une viande saine consommable.

e A objectif préventif / prophylactique : lorsque les animaux sont dans des milieux tres
peuplés, la maladie peut se propager rapidement. Les antibiotiques sont alors donnés a tous
les animaux de I’¢élevage pouvant étre infectés sans présenter de symptomes.

e Pour favoriser la croissance des animaux en un temps réduit dans I’agriculture intensive.
On les administre alors a faible dose, dans les aliments ou dans 1’eau, comme « facteurs de
croissance » (16). L’Union Européenne a interdit cette pratique en 2006 mais celle-ci est
courante dans certains pays (17). La Chine, le Brésil et les Etats-Unis sont les pays les plus
consommateurs d’antibiotiques a usage vétérinaire dans le monde et leur usage comme
« accélérateur de croissance » n’y est pas interdit méme si on remarque des mesures

dissuasives provenant de la FDA aux Etats-Unis (18). [Figure 3, (19)]

Figure 3 - Top 10 des pays consommateurs d'antibiotiques a usage vétérinaire
soit 75% de la consommation mondiale (Chiffres de 2017)

Brésil 7,9% Etats-Unis 7,0%

Espagne
Inde 2,2% | 1,9%

Thailande
Chine 45,0% 4,2% Iran 1,9%
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1.3. Etat actuel du marché de I’antibiothérapie

Selon plusieurs études de marché [4nnexe 2], le marché mondial de I’antibiothérapie
représentait environ 42 milliards de dollars en 2020 et devrait étre de plus de 56 milliards de
dollars a I’horizon 2026, soit un taux de croissance annuel moyen (TCAM) d’environ 5%
[Figure 4]. Cela correspond a environ 3% du marché mondial des médicaments qui était de

plus de 1 200 milliards de dollars en 2020 (20), (21).

En comparaison, I’oncologie,
] ) ) Figure 4 - Marché mondial de
premiére aire thérapeutique I'antibiothérapie 2020-2026
, . . \ 60,0
représentait un marché de pres de 160 S0 TCAM
milliards de dollars en 2020, soit plus 26,5 50,0
de 13% du marché mondial des 400
30,0
médicaments avec un TCAM de plus
20,0
de 10% d’ici 2024. Suivi par le diabete 0o
(9%) et ’immunologie (8,5%) (22), 00

(23). 11 est important de noter que 2020 (Md$) Projections 2026 (Md$)
moins de 5 milliards de ces 42 milliards de dollar de ventes représentent des antibiotiques
encore brevetés (24). En d’autres termes, les génériques contribuent largement au chiffre

d’affaires de ces médicaments.

Figure 5 - Marché mondial de I'antibiothérapie en 2019
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La région Asie-Pacifique devrait connaitre d’ici 2027 un taux de croissance ¢levé se
rapprochant du marché de la région Nord-américaine grace a des mesures gouvernementales en

faveur du développement des antibiotiques (25) [Figure 5, (25)].

Figure 6 - Consommation d'antibiotiques en Europe en 2015
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En ce qui concerne la consommation d’antibiotiques en ambulatoire, la France se trouve
parmi les pays a plus forte consommation, se classant au-dessus de la moyenne européenne
[Figure 6, (26)]. Méme si celle-ci reste €levée, il est important de noter que les différentes
mesures prises par le gouvernement francais ces deux derniéres décennies ont fait diminuer
I’utilisation d’antibiotiques. Au début des années 2000, la France se classait 1¢" pays européen
en termes de consommation (26). D’aprés le rapport de la Mission SPARES publié¢ en 2021
(27), la consommation globale d’antibiotiques en France aurait diminué de preés de 10% entre
2015 et 2019.

Figure 7 - Quelques chiffres sur ’antibiothérapie en France en 2015 (26)
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INFECTIONS LES PLUS FREQUENTES TRAITEES
EN VILLE
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On observe qu’en ville et a I’hodpital, les pénicillines sont les antibiotiques les plus
utilisés, en particulier I’association amoxicilline — acide clavulanique. Cette association qui
représente preés du tiers des pénicillines prescrites fait partie des spécialités particuliérement

concernées par le phénomene de résistance [Figure 7].

En termes Recherche et Développement (R&D), on observe que les aires thérapeutiques
en forte croissance dans le monde sont celles qui concernent des maladies chroniques comme
les cancers, les maladies rares, les maladies auto-immunes ou les maladies du systéme nerveux
central (Maladie d’Alzheimer, Parkinson) (28). L’antibiothérapie fait partie des aires
thérapeutique en net recul depuis de nombreuses années (28), (29). En effet, on observe depuis
les années 80-90 une diminution mondiale importante du nombre d’enregistrements de
nouvelles substances actives antibiotiques alors que plusieurs sont retirées du marché. Les
nouveaux médicaments commercialisés sont pour la plupart des déclinaisons de familles déja

existantes ou le résultat d’investissements de longue date. Les innovations concernent la plupart
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du temps I’amélioration de la tolérance et de 1’observance, ce qui constitue des améliorations
pour le patient mais qui ne sont pas des innovations majeures. Les retraits de marché successifs
de nombreux antibiotiques, au-dela de la sécurité, sont le fait d’un trop grand nombre de
spécialités déclinées des mémes familles ayant les mémes caractéristiques, le méme spectre
d’activité, les mémes indications, ce qui n’apporte aucune amélioration par rapport a certains
médicaments déja utilisés en routine. Entre 2000 et 2015 en France, 34 médicaments ont été
retirés pour seulement 12 nouveaux médicaments (ou associations de substances)

commercialisées (25).

Les laboratoires pharmaceutiques montrent un désintérét depuis des années ce qui rend
I’innovation thérapeutique faible dans ce secteur. En 2000, Roche a séparé¢ ses intéréts de
recherche dans le domaine des maladies infectieuses dans une spin-off appelée Basilea
Pharmaceutica pour se concentrer sur d’autres domaines thérapeutiques considérés plus
stratégiques par I’entreprise (30). Plus récemment en 2016, AstraZeneca a vendu une partie de
ses antibiotiques au laboratoire Pfizer pour pouvoir se focaliser sur I’immuno-oncologie (31).
En 2018, Sanofi a cédé son portefeuille de R&D spécialisé dans les maladies infectieuses ainsi
que son unité de recherche a Lyon au groupe allemand Evotec (32). La méme année, Novartis
a stoppé I’ensemble de ses programmes de recherche dans les maladies infectieuses pour se
concentrer sur ses programmes de thérapie génique (33). En 2021, le pipeline clinique mondial
d’antibiotiques serait seulement de 43 molécules (34), alors que celui de 1’oncologie

dénombrerait prés de 3500 molécules en cours d’essais cliniques (35).

Les raisons pour lesquelles les Big Pharma ont délaissé cette aire thérapeutique sont plurielles.
Le principal frein est le manque de rentabilité.

e Un antibiotique est donné en général seulement pour quelques jours pour traiter une
maladie infectieuse occasionnelle. Le traitement d’une maladie chronique sera donné
durant plusieurs années voire a vie au patient, générant ainsi des revenus plus élevés.

e De plus, le prix d’un antibiotique n’est pas attractif et faible en comparaison avec
d’autres traitements. Il est estimé qu’un antibiotique rapporte 50 millions de dollars au
laboratoire pharmaceutique alors qu’un médicament indiqué en neurologie rapporte 720
millions de dollars (36), soit plus de 14 fois le revenu généré par un antibiotique.
Seulement 5 des 16 antimicrobiens ayant recu une Autorisation de Mise sur le Marché

(AMM) entre 2000 et 2017 ont rapporté plus de 100 millions de dollars par an ce qui
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est trés peu lorsque 1’on compare par exemple au Tahor®? qui a rapporté prés d’1
milliard de dollars par an a Pfizer durant 14 ans (36). En dehors des maladies chroniques
qui nécessitent un traitement au long cours, certains médicaments vont étre administrés
seulement pendant quelques semaines mais vont avoir un prix de vente tres élevé. C’est
le cas du sofosbuvir (Sovaldi®) de Gilead, antiviral indiqué contre 1’hépatite C, qui est
administré par voie orale pendant 12 semaines et qui a rapporté prés de 20 milliards de
dollar de revenus pour le laboratoire en 2015 (seul et en association) (37). Cela
correspond a un colt par traitement complet par patient de plus de 40 000€ en France et
de 74 000€ aux FEtats-Unis (38). On est trés loin des prix pratiqués dans
I’antibiothérapie.

e Le colt de développement d’un médicament semble trop élevé par rapport aux ventes
potentielles. Aujourd’hui on estime que le colt moyen de développement d’un
médicament est de 1’ordre d’1,3 milliards de dollars* (39), alors qu’il était de 226
millions de dollars en 1987 (40), soit prés de 6 fois plus. La R&D pour innover
véritablement dans I’antibiothérapie, dans un marché du médicament de plus en plus
complexe, nécessite un investissement financier trés important.

e Compte tenu de ses colits de R&D ¢levés et de son prix faible, il a été estimé que la
rentabilité pour un antibiotique n’est atteinte que 23 ans apres sa découverte (24).

[Figure 8, (24)].

Le bénéfice n’est atteint qu’au
cours de la 23" année

Q

$200m

$o
25 30
-$200m
-$400m
-$600m
-$8oom
Développement Développement Ventes sous brevet, Ventes apres
préclinique clinique « On patent sales » expiration du brevet,
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Figure 8 — Cycle de vie d’un antibiotique, adapté de (24)

3 Substance active : atorvastatine, indiquée dans 1’hypercholestérolémie

4 Ce chiffre prend en compte les sommes dépensées en R&D pour développer le médicament commercialisé
mais également celles liées a tous les candidats-médicaments testés qui n’ont pas été retenus, a cela s’ajoute le
cott des fonds mobilisés pour la R&D (cofit de capital)
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11 faut savoir qu’un brevet n’est valable que 20 ans apres son dépdt et que la R&D d’un
médicament dure en moyenne 11,5 ans (41), (42). Une fois que le médicament est mis
sur le marché, deux types de protections supplémentaires au brevet existent aupres de
I’European Medicines Agency (EMA) : I’exclusivité de données pendant 8 ans et
I’exclusivité commerciale pendant 2 ans qui est reconductible 1 an si le médicament
montre un bénéfice clinique significatif par rapport aux traitements existants (43). Un
laboratoire n’a donc pas le droit de commercialiser un médicament générique tant que

ces protections sont valables [Figure 9, (43)].

Autorisation de Exclusivité commerciale (2 ans + 1)

Mise sur le A
Marché (AMM) [ |\

11

8 | 10 |
L J
! I
Exclusivité de données (8 ans)

Evaluation
du
générique

Lancement du générique

Figure 9 — Schéma illustrant les deux types de protections supplémentaires accordées par PTEMA (43)

Une autre problématique est que le marché de I’antibiothérapie est mature, saturé par de
nombreux compétiteurs avec divers antibiotiques déclinés de mémes classes thérapeutiques
ainsi qu’un marché du générique trés important. En France, le marché du générique dans

I’antibiothérapie représente plus de 84% de la consommation en ambulatoire (26).

Le nombre conséquent de recherches effectuées depuis des décennies et celui des
antibiotiques commercialisés rendent difficile la découverte d’une nouvelle classe ou d’un tout
nouveau traitement. La plupart des programmes de développement dans [’industrie
pharmaceutique sont principalement axés sur la modification des médicaments existants. Il n’y
a pas eu de découverte de nouvelle classe d’antibiotiques depuis 1984 (44). Il faudrait investir
des sommes plus importantes et retrouver une expertise parfois oubliée dans les laboratoires
pharmaceutiques, pour briser cette barriére scientifique et proposer de véritables innovations

thérapeutiques (44).
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Le déclin de la R&D dans ce secteur est aussi dil au mauvais positionnement clinique
qu’aurait un nouvel antibiotique arrivant sur le marché. En effet, les différentes politiques de
maitrise de I’utilisation de ces médicaments ont induit une utilisation plus restreinte et controlée
pour ne pas générer davantage de phénomenes de résistance. Si un laboratoire produit un
antibiotique et qu’il obtient une AMM, cet antibiotique de derni¢re génération ne sera pas utilisé
largement mais seulement en dernier recours lorsque les médicaments de « routine » auront
¢choué. Si I’on suppose que le prix de I’antibiotique est équivalent a ce qui existe sur le marché,
le revenu potentiel sera limité compte tenu du marché restreint. Egalement, on peut mentionner
les évolutions des exigences méthodologiques des essais cliniques qui poussent a démontrer
une supériorité par rapport a un traitement de référence. Les essais cliniques ciblent
principalement les infections communautaires ou le taux de guérison est aujourd’hui de plus de
90% (14). 11 est donc difficile de démontrer la supériorité d’un nouveau médicament en termes
de guérison du patient. Se faisant, il s’agit trés souvent d’essais cliniques prouvant une non-
infériorité par rapport au traitement de référence. Ceci peut permettre d’obtenir une AMM mais
pas une place de choix dans la stratégie thérapeutique par rapport a des traitements déja
commercialisés depuis longtemps, que les médecins ont I’habitude de prescrire et qui sont aussi

efficaces.

Certaines Big Pharma, incitées et soutenues par les gouvernements, ont tout de méme
continué a investir et a chercher de nouvelles classes d’antibiotiques. C’est le cas de GSK qui
a lancé en 2019 un essai clinique de phase 3 d’un nouvel antibiotique, la gépotidacine, contre
les infections urinaires et la gonorrhée dont les résultats sont attendus au second semestre 2022
(45). Mais également de Pfizer qui s’appréte a signer un accord avec le gouvernement
britannique pour distribuer son nouvel antibiotique Zavicefta® avec un nouveau systéme de
paiement d’ici I’été¢ 2022 (46). Le Royaume-Uni verserait un montant fixe par an pour dix ans
plutdt que le systeme de paiement habituel fondé¢ sur le volume de prescriptions (46). L’objectif
est d’inciter plus fortement les laboratoires a investir en R&D dans cette aire thérapeutique. Le
laboratoire japonais Shionogi est également concerné par cette mesure incitative avec le
Fetcroja® (46). Par ailleurs, le gouvernement anglais insiste aupres des autres pays a prendre
des mesures similaires.

Aux Etats-Unis, une proposition de loi introduite fin 2021, Cure 2.0 Act, a pour objectif de

favoriser, entre autres, le développement de nouveaux antimicrobiens (47).

30



On note qu’un rapport du Milken Institute aux Etats-Unis, datant de mars 2022, liste les
différentes incitations financiéres possibles pour redynamiser cette aire thérapeutique et

développer de nouveaux antibiotiques (48).

Sur le marché de I’antibiothérapie, on dénombre plusieurs petites et moyennes
entreprises, souvent spin-off d’universités, reposant sur des technologies prometteuses (36).
Cependant, elles font face a des cotits de R&D exorbitants et des revenus trop faibles, ce qui
les obligent parfois a abandonner leurs projets.

Dans le cas de la société Achaogen, spécialisée dans la recherche de nouveaux
antibiotiques, la mise sur le marché de son antibiotique dans le traitement des infections
urinaires compliquées, ne 1’a pas empéchée de faire faillite en 2019, soit moins d’un an apres
sa commercialisation (49).

Ces entreprises peinent a trouver des investisseurs et les retours sur investissement
paraissent trop faibles pour intéresser les fonds privés (49). Certaines ont cependant relevé le
défi, c’est le cas de la société américaine VenatoRx Pharmaceuticals qui a levé 42 millions de
dollars en 2017 (50), et de Destiny Pharma qui a réussi son entrée en bourse sur la London
Stock Echange, en levant pres de 20 millions de dollars la méme année (51).

En France, quelques entreprises de biotechnologies s’activent également dans la recherche
de nouveaux antibiotiques, comme la société Deinove, basée a Montpellier, qui s’intéresse a la
« matiére noire microbienne » et développe de nouveaux antibiotiques luttant contre les

bactéries multirésistantes comme C. difficile (52).
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Bactéries et phénomeéne de résistance aux antibiotiques

2.1. Bactéries et infections

Les bactéries sont des organismes unicellulaires microscopiques ayant un ADN double
brin circulaire et une paroi cellulaire (a2 I’exception des mycoplasmes). Il s’agit des premiers
étres vivants apparus sur Terre il y a plusieurs milliards d’années. Elles sont ubiquitaires,
présentes dans tous les types de biotopes: le sol, les eaux douces et marines, 1’air, les
profondeurs océaniques, la crolte terrestre, la peau et I’intestin des animaux ainsi que les

plantes (53).

La plupart des bactéries présentes sur Terre sont appelées saprophytes et jouent un role
dans I’environnement, en recyclant les biomatériaux, facilitant les processus de traitements des
eaux usées, dans 1’agroalimentaire et dans la production industrielle de composés chimiques
(53). A la surface et a I’intérieur du corps humain, on dénombre environ cent trillions de
bactéries (10x10'8), soit un ratio de trois bactéries pour une cellule humaine (1). La majorité
d’entre elles, appelée flore commensale, est inoffensive et joue un role indispensable au bon

fonctionnement du corps humain, comme dans la digestion des aliments.

Seulement une centaine d’espéces bactériennes est pathogene pour ’'Homme et a
I’origine d’infections. Certaines bactéries commensales sont qualifiées d’opportunistes comme
le Staphylocoque dorée (S. aureus) lorsqu’elles deviennent pathogenes. Ces bactéries vont

souvent concerner les individus aux défenses immunitaires altérées.

Structure des bactéries [Figure 10, (54)]

Etudier la structure des bactéries permet de mieux comprendre les mécanismes d’action
des antibiotiques et les mécanismes de résistance. Certains constituants sont indispensables a
leur survie, se retrouvant chez tous les types de bactéries, et d’autres sont facultatifs et

permettent généralement d’augmenter leur virulence.
Parmi les structures indispensables aux bactéries, on retrouve :

- La membrane, enveloppe délimitant les éléments essentiels a la vie de la bactérie. Elle

participe activement aux échanges. Les bactéries Gram+ n’en posseédent qu’une seule,
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les bactéries Gram- possedent une membrane cytoplasmique et une membrane externe
qui augmente leur virulence.

Le cytoplasme, composé du cytosol (liquide) et des organites internes.

Le chromosome bactérien qui est porteur de I’information génétique. Il s’agit d’ADN
bougeant librement dans le cytoplasme sans membrane nucléaire. C’est pour cette
raison que les bactéries sont qualifiées de procaryotes, a I'inverse des cellules dites
eucaryotes comme celles des humains, qui possédent un véritable noyau avec une
membrane nucléaire protégeant le matériel génétique.

Les ribosomes, lieux de synthése protéique lui permettant de vivre et de se multiplier.

Parmi les structures facultatives, on retrouve :

La paroi : élément rigide présent chez presque toutes les bactéries. Elle la protége
mécaniquement et maintien la forme arrondie (cocci) ou allongée (bacilles). Il s’agit du
composant le plus spécifique des bactéries, car ¢’est sa nature chimique (peptidoglycane
et lipopolysaccharides) qui permet la coloration de Gram et leur identification. En effet,
la paroi est plus épaisse chez les bactéries Gram+ et moins importante chez les Gram-.
Les plasmides : molécules d’ADN indépendantes du matériel génétique de la bactérie.
Elles apportent une information génétique supplémentaire et sont généralement
circulaires. Ces plasmides participent a la dissémination de génes entre bactéries
pouvant améliorer leur résistance aux antibiotiques ou leurs facteurs de virulence. Ce
matériel génétique peut étre intégré au génome bactérien via des transposons ou rester
dans le cytoplasme avant d’étre transféré a d’autres bactéries.

Les flagelles : structures protéiniques filamenteuses permettant la mobilit¢ de la
bactérie. Elles peuvent avoir un ou plusieurs flagelles.

Les pili et fimbria : également des structures protéiniques filamenteuses mais plus
courtes que les flagelles. Certains pili participent également a I’échange d’ADN
plasmidique, a 1’adhésion a des bactéries ou des surfaces ou encore a la formation de
biofilms.

La capsule : enveloppe polysaccharidique entourant la paroi. Elle protége la bactérie de

la phagocytose et participe a 1’adhérence ainsi qu’a la constitution de biofilms.
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Figure 10 : Schéma de I’enveloppe cellulaire des bactéries (54),
Les bactéries Gram- possédent une double membrane (cytoplasmique et externe) entourant une paroi
(peptidoglycane) tandis que les bactéries Gram+ possédent uniquement une membrane cytoplasmique mais

une paroi beaucoup plus épaisse.

Classification des bactéries [Tableau 1]

Les bactéries pathogenes chez ’Homme sont classées selon les critéres suivants (55) :
e Morphologie : cylindrique (bacilles), sphérique (coques ou cocci), incurvée (vibrions),
ou hélicoidale (spirochétes et tréponémes). Les bacilles sont les plus nombreux.
e Coloration : la plus utilisée est la coloration de Gram. Elle permet 1’identification
générale des bactéries : Gram positif et Gram négatif. La coloration de Ziehl-Neelsen et
de Kinyoun sont utilisées pour mettre en évidence les mycobactéries comme M.
tuberculosis. Les colorations par fluorochrome sont aussi possibles mais nécessitent un
microscope a fluorescence pour identifier des microorganismes acido-résistants.
e Encapsulation : certaines bactéries sont protégées par des capsules qui augmentent leur
virulence. Cette structure rend plus difficile la phagocytose.
e Besoins en oxygeéne : on peut les classer en quatre types.
- Aérobie obligatoire : besoin d’oxygeéne pour produire de I’énergie et croitre.
- Anaérobie stricte: 1’oxygeéne n’est pas nécessaire pour leur croissance.
L’énergie est produite par fermentation ou par respiration anaérobie. On les
trouve en général dans le systeme digestif, le vagin ou les plaies chroniques

lorsqu’il n’y a pas assez de circulation sanguine.

34



- Aéro-anaérobies facultatives : peuvent se développer avec ou sans oxygene.

- Parasites intracellulaires obligatoires comme les Chlamydia. Ils ne produisent

pas leur propre énergie et la puisent dans la cellule hote.

Tableau 1 - Classification des bactéries pathogénes adapté de (56), (57) (Liste non exhaustive)

Morphologie Genre Espéces
Aérobies
En amas Staphylococcus aureus
epidermidis, saprophyticus
En chainette Streptococcus
- Béta-hémolytiques pyogenes
agalactiae
Autres groupes
- Alpha hémolytiques mutans, salivarius, anginosis, constellates,
intermidius
En diplocoque Streptococcus pneumoniae (pneumocoque)
En courtes chainette Enterococcus Jaecalis, faecium
Anaérobies
Peptostreptococcus Plusieurs espéces

Morphologie Genre Especes
Aérobies
En diplocoque Neisseria meningitidis (méningocoque)
gonorrheae (gonocoque)
Branhamella catarrhalis
Anaérobies
Veillonella Plusieurs espéces

Bacilles a Gram + (BG +)

Morphologie Genre Especes

Aérobies

Petits Listeria monocytogenes
Erysipelothryx rhusiopathiae (bacille du rouget du porc)
Corynebacterium diphteriae (bacille de Loeffler)
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Autres coryneformes

Grands Bacillus Anthracis (bacille du charbon)
Autres
Norcadia
Anaérobies
Clostridium tetani, perfringens, botulinum, difficile
Actinomyces acnes
Peptococcus
Propionibacterium

Bacilles 2 Gram - (BG - ou BGN)

Morphologie Genre Espéces
Aérobies
A coloration Escherichia coli (colibacille)
bipolaire : Klebsiella Ppneumoniae
Citrobacter freundii
Famille des Enterobacter cloacae
entérobactéries Proteus mirabilis
(enterobacteriaceae) | Serratia marcescens
Providencia rettgeri
Morganella morganii
Salmonela typhimurium
Shigella sonnei
Yersinia enterolitica
Coccobacilles Brucella melitensis
Haemophilus influenza, parainfluenca
aphrophilus, paraphropilus
Moraxella catarrhalis
Pasteurella multocida
Bordetella pertussis
Legionella pneumoniae
Kingella kingae
Gardnerella vaginalis
Eikenella corrodens
Aggregatibacter actinomycetemcomitans
Cardiobacterium hominis
Acérobie stricte Pseudomonas aeruginosa (bacille pyocanique)
Autres (Burkholderia,

Stenotrophonas...)

Acinetobacter

baumannii
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Vibrions Vibrio Cholerae
Autres vibrions
Campylobacter Jejuni

Helicobacter pylori

Anaérobies

Bacteroide, Prevotella,
Fusobacterium, Porphyromonas,

FEubacterium

Autres bactéries

Morphologie Genre Espéces

Bactéries de forme spiralée

Spirochétes Treponema pallidum
Leptospira icterohemorragiae
Borrelia recurrentis,burgdorferi
Spirillum minus

Mpycoplasmes

Sans paroi Mycoplasma pneumoniae,hominis

Autres

Ureaplasma urealyticum

Bactéries intracellulaires

Trés petite taille Chlamydia trachomati spsittaci, pneumoniae
Rickettsia conorrii
Autres
Coxiella
Mycobactéries
Bacilles alcoolo- Mycobacterium tuberculosis (bacille de Koch)
acido-résistants leprae, avium

Selon le lieu ou le patient a contracté la maladie infectieuse, on peut les classer selon deux
types : les infections communautaires, les plus fréquentes, acquises en dehors d’un
¢établissement de soins et les infections nosocomiales.

On parle également d’infections associées aux soins (IAS), dés lors qu’un professionnel de
santé¢ prodigue un soin responsable d’une infection, qu’il soit diagnostique, thérapeutique,
palliatif, préventif, éducatif ou opératoire (58). Une IAS peut donc étre contractée en dehors

mais aussi au sein d’un établissement de soin.
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Point sur les infections nosocomiales

Les infections nosocomiales sont les infections contractées au cours d’un séjour dans
un établissement de santé (59). Une infection est considérée comme nosocomiale lorsqu’elle
survient apres 48h d’hospitalisation ou jusqu’a 30 jours apres une opération chirurgicale méme
si le patient est sorti de 1’établissement et cela peut aller jusqu’a 1 an pour les prothéses ou les
implants (59), (60). Elle peut étre directement liée aux soins dispensés, par exemple par un
cathéter ou une sonde, ou simplement au cours de I’hospitalisation, indépendamment d’un acte
médical, comme lors d’une épidémie de grippe. Les microorganismes, a 1’origine de 1’infection,
peuvent provenir des mains du personnel soignant, des autres malades ou de 1I’environnement,

c’est-a-dire dans I’eau, ’air, les équipements, ou encore I’alimentation (60).

En France, ce type d’infection aurait une prévalence de 4,98% au cours des
hospitalisations (61), soit un patient sur vingt (62). En 2019, cela représentait plus de 640 000
patients sur 12,9 millions de patients hospitalisés (63). En Europe, le nombre de personnes
atteintes d’une infection nosocomiale était pres de 9 millions en 2016 (64). D’apres un rapport
de ’OMS datant de 2011 (65), la prévalence de patients hospitalisés ayant contracté au moins

une infection nosocomiale dans les pays développés variait entre 3,5% et 12%.

Les principales infections nosocomiales (plus de 70%) recensées en 2017 en France sont (61) :
- Infections urinaires (28,5%)
- Infections de site opératoire (16%)
- Pneumonies (15,6%)

- Bactériémies (11,4%)

Les principales bactéries a 1’origine de plus de 50% des infections sont (61) : Escherichia coli
(23,6%), Staphylococcus aureus (13,8%), Enterococcus faecalis (6,5%), Pseudomonas
aeruginosa (6,3%), Klebsiella pneumonia (5,6%) et Staphylococcus epidermidis (5,4%).

Ces infections seraient a I’origine de 4 000 a 20 000 décés par an en France selon les
études sur le sujet (66), soit la 4°™ cause de décés a I’hdpital (67). En Europe, plus de 37 000
déces seraient directement imputables aux maladies nosocomiales chaque année, auxquels nous

pourrions ajouter les 110 000 décés ou « I’infection aurait contribué au décés » (65). Aux Etats-
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Unis en 2002, 99 000 déces étaient recensés (65), soit pres de 6% des patients ayant déclarés
une infection a I’hopital.

Il est important de noter que ces chiffres sont a manier avec précaution. Certaines études
frangaises indiquent que le taux de mortalité d’infections nosocomiales en France pourrait étre
sous-estimé. En effet, il est difficile de trouver des études robustes sur le sujet, beaucoup de
chiffres mentionnés datent des années 1980-2000 et il est, dans certains cas, difficile de savoir
si ’infection a été la cause directe ou unique du déces. Les patients hospitalisés sont souvent
plus fragiles. De plus, les chiffres rapportés dans ces études ne prendraient pas en compte les
déceés survenant apres la sortie de 1’hdpital alors qu’ils pourraient représenter 24% de

I’ensemble de ces déces (66).

Les principales infections a 1’origine de ces déces en France a 1’hdpital entre 2008 et 2017 sont
les suivantes (68) :

- Bactériémies (43%)

- Pneumopathies (27%)

- Infections digestives (18%)

- Infections de site opératoire (12%)

Les principales bactéries associées aux déces sont celles-ci (68) :
- Staphylococcus aureus (25%)
- Clostridium difficile (11%)

- Pseudomonas aeruginosa (11%)
Pour prés d’un quart d’entre elles (68), une résistance aux antibiotiques a été observée. La

France fait partie des pays ayant une proportion de souches bactériennes antibiorésistantes dans

ses établissements de santé plus élevée que la moyenne européenne (69).
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2.2. Mécanismes de résistance aux antibiotiques

D’aprés le Dictionnaire médical de I’Académie de Médecine (70),la résistance
bactérienne aux antibiotiques est « un phénomene biologique qui se traduit, dans 1’organisme,
par le développement d’une souche bactérienne malgré la présence d’un antibiotique administré
a des posologies usuelles ». En d’autres termes, il s’agit de la capacité d’une bactérie a
contourner le mécanisme d’action d’un ou de plusieurs antibiotiques alors qu’elle y était
auparavant sensible. La sensibilité et la résistance d’une bactérie a un antibiotique sont
mesurées en fonction de la concentration minimale inhibitrice (CMI), c’est-a-dire la

concentration minimale de médicament qui inhibe la croissance des bactéries (71).

On parle aujourd’hui également de Bactéries Multi Résistantes (BMR) aux antibiotiques.
Ces derni¢res possédent plusieurs mécanismes de résistances a différentes familles
d’antibiotiques. Certaines font 1’objet d’une surveillance :

- Entérobactéries productrices de Béta-lactamases a spectre étendu (E-BLSE)

- Staphylococcus aureus résistant a la méthicilline (SARM)

- Acinetobacter baumannii multirésistants (ABRISs).

Un second concept est celui des Bactéries Hautement Résistantes aux antibiotiques
émergentes (BHRe). Il s’agit de bactéries commensales du tube digestif sensibles a une seule
ou deux classes d’antibiotiques (72). Elles sont résistantes a de nombreux antibiotiques, parfois
tous et leur mécanisme de résistance se transfére entre bactéries (72). Le risque d’impasse
thérapeutique est donc élevé, elles sont sous surveillance et de deux types (72) :

- Enterococcus faecium résistants aux glycopeptides (ERG)

- Entérobactéries productrices de carbapénémases (EPC)

Ces mécanismes de résistance sont liés au mode d’action de I’antibiotique. Pour mieux les
comprendre, voici une explication synthétique des différents modes d’action de ces
médicaments :

e Les béta-lactamines, les glycopeptides et la fosfomycine vont inhiber la synthése de la

paroi bactérienne (71). Ils vont bloquer le fonctionnement des transpeptidases qui
permettent la syntheése du peptidoglycane composant la paroi. Celle-ci ne peut plus étre

remaniée, I’eau y entre par osmose ce qui entraine une lyse de la bactérie (73).
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Les lipopeptides comme les polymyxines, la colimycine et la daptomycine vont inhiber
la synthése de la membrane en la dépolarisant (71). Ces molécules chargées
positivement vont agir comme des agents tensio-actifs cationiques sur les bactéries a
Gram négatif en perturbant la membrane externe puis la membrane cytoplasmique,
faisant fuir les ¢léments hydrosolubles de la bactérie vers le milieu extérieur.

Les quinolones vont inhiber la synthese de ’ADN bactérien (71). Ces antibiotiques
vont inhiber de fagon directe ou indirecte les voies de synthése des acides nucléiques.
Les aminosides, les macrolides, les tétracyclines, les phénicolés, I’acide fusidique et les
oxazolidinones vont inhiber la synthése protéique a ’intérieur du cytoplasme (71).
La synthése protéique, indispensable a la vie cellulaire, est réalisée par des ribosomes.
Ces antibiotiques vont inhiber la synthése des protéines a différentes étapes. Certains
interagissent avec I’ARN ribosomique alors que d’autres vont inhiber la traduction en
bloquant les facteurs de traduction liés au ribosome.

Les sulfamides et le triméthoprime vont avoir une action par inhibition de voies
métaboliques (71). Elles vont bloquer des précurseurs des bases des acides nucléiques.
Ces antibiotiques vont se fixer de fagon irréversible sur les sites actifs des enzymes de
la bactérie ou sur un autre site de liaison. Ils vont inhiber la synthése d’acide folique
nécessaire a la synthése d’acides nucléiques. Ils peuvent étre utilisés en combinaison
pour un effet synergique.

La rifampicine quant a elle, va inhiber la transcription du génome bactérien en se
fixant a ’ARN polymérase. Cette inhibition empéche la transcription de I’ADN
bactérien et donc la formation d’ARN messagers, ARN de transferts et des ARN

ribosomiaux (74).

La résistance aux antibiotiques peut étre qualifiée de naturelle ou d’acquise.

La résistance naturelle peut étre intrinséque, c’est-a-dire qu’elle touche toutes les

souches d’une méme espece ce qui les rend insensibles a un antibiotique donné (75). Elle

conditionne le spectre d’activité d’un antibiotique (large ou étroit) (75). En d’autres termes,

certains antibiotiques n’agissent naturellement pas sur certaines bactéries, c’est le cas de la

vancomycine qui agit uniquement sur les bactéries Gram positif (73). Cette résistance naturelle

peut aussi étre induite, c’est-a-dire que les génes de résistance sont naturellement présents dans
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la bactérie mais ne s’expriment qu’apreés exposition a un antibiotique (71). C’est le cas
notamment de certaines pompes d’efflux’® présentes chez les bactéries Gram positif (71).

La résistance acquise quant a elle touche une ou plusieurs souches d’une espece qui
¢taient auparavant sensibles a I’antibiotique (75). La résistance apparait lorsqu’une mutation a
lieu au niveau de I’ADN bactérien (76). Ces mutations sont rares et naturelles, de I’ordre d’une
bactérie pour un milliard (77). Le probléme étant que les bactéries porteuses de ces mutations
vont échapper a I’action de I’antibiotique et vont se multiplier en transmettant la résistance (75).
L’antibiotique devient alors inefficace contre ces souches. Certaines résistances acquises
peuvent aussi étre le résultat d’une acquisition de matériel génétique mobile porteur de
genes de résistance comme les plasmides, les transposons et les intégrons (61), (77). Ce
mécanisme de résistance par transfert est trés répandu, de I’ordre d’une bactérie sur cent, et

représenterait 80% des résistances acquises (76), (78).

On observe 4 grands mécanismes de résistance [Figure 10, (79)], [Tableau 2] :

- Imperméabilité membranaire : absence ou modification de pénétration du médicament
dans la bactérie. La membrane externe des bactéries Gram- est constituée du
lipopolysaccharide (LPS) et de phospholides ou s’insérent plusieurs protéines comme les
porines (71). Ces protéines transmembranaires sont des canaux permettant 1’entrée de
solutés hydrophiles comme les béta-lactamines et les fluoroquinolones (79). On parle
d’imperméabilité membranaire lorsqu’il y a une disparition progressive des porines, par
diminution de leur expression, en commengant par celles au diametre le plus large pour finir
par celles au diametre le plus fin. En fonction du degré de résistance, on peut observer la
quasi-disparition de tous les canaux. Un autre phénomene est possible par mutation, il s’agit
de la modification de la conformation interne des porines entrainant un blocage des
molécules hydrophiles a I’extérieur de la cellule, ne leur permettant pas d’atteindre leur

cible pharmacologique (79).

- Modification de la cible sur laquelle le médicament agit. Un des mécanismes de résistance
aux béta-lactamines est la modification de la structure ou du nombre de protéines de liaison
a la pénicilline (PBP) nécessaire a la synthése du peptidoglycane de la paroi cellulaire (71).
Ce mécanisme a un impact direct sur la quantité de médicament pouvant se lier aux PBP,

celui-ci devient par conséquent moins efficace. Un autre exemple est celui de la résistance

5 Une pompe d’efflux ou « transporteur » est une protéine transmembranaire utilisant I’énergie pour rejeter des
composés toxiques a I’extérieur de la cellule
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a la daptomycine. Cet antibiotique nécessite du calcium pour se lier a la membrane cellulaire
des bactéries. Lors de mutations génétiques, la membrane se charge positivement ce qui

inhibe la liaison du calcium et donc de I’antibiotique (71).

- Inactivation enzymatique : la bactérie synthétise des enzymes inactivant le médicament
soit par hydrolyse soit par transfert d’un groupement chimique sur celui-ci. L’un des
exemples fréquemment observés chez les bactéries Gram- est celui des béta-lactamases,
enzymes hydrolytiques inhibant les antibiotiques de la famille des béta-lactamines en
agissant sur leur noyau (71), (79). Un autre médicament concerné par ce phénomene est la
tétracycline. Le mécanisme d’inactivation par transfert de groupement chimique intervient
fréquemment sur les aminoglycosides, le chloramphénicol, les streptogramines et les
fluoroquinolones. Différentes enzymes modificatrices, appelées transférases, sont la cause

de ces inactivations (71).

- Efllux actif : mécanisme permettant I’¢limination de I’antibiotique dans le milieu extérieur.
Les bactéries possédent naturellement différents types de pompes d’efflux qui rejettent a
I’extérieur les substances toxiques pour la cellule, certaines pompes peuvent aussi étre
acquises (79). Il en existe 5 familles qui sont classées en fonction de leur structure et de leur
source d’énergie : ABC (ATP-binding cassette), MATE (multidrug and toxic compound
extrusion), SMR (small multidrug resistance), MFS (major facilitator superfamily) et RND
(resistance-nodulation-cell division) (79). Les pompes a efflux les plus fréquemment
observées chez les bactéries Gram+ sont celles de la famille MFS (NorA, QacA, PmrA) qui
¢liminent la tétracycline en utilisant I’échange de protons comme source d’énergie (80),
(81). Chez bactéries Gram-, il s’agit fréquemment de celles de la famille RND, en particulier

AcrAB et MexAB (81), (82).
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Tableau 2 — Récapitulatif des mécanismes de résistance aux antibiotiques adapté de (71)

Antibiotiques Imperméabilité membranaire Modification de la cible pharmacologique Inactivation de I'antibiotique = Pompes a efflux

Diminution du nombre de porines, pas de

Béta-lactamines . .
paroi cellulaire

Gram+ : alterations des PBP Gram+, Gram- : béta-lactamases RND

Carbapénémes Sélectivité de la porine modifiée
Céphalosporines Sélectivité de la porine modifiée

Paroi cellulaire épaissie, pas de paroi

Glycopeptides cellulaire

Modification du peptidoglycane

Lipopeptides Modification de la polarité de la cellule

Enzymes de modification des
Aminoglycosides Polarité de la paroi cellulaire Mutations ribosomales et méthylation aminoglycosides, acétylation, RND
phosphorylation, adénylation

Modification de l'antibiotique,

Tetracyclines Diminution du nombre de porines Protection des ribosomes A MEFS, RND
oxydation
Chloramphenicol Méthylation des ribosomes Acétylation de l'antibiotique MEFS, RND
Lincosamides Gram+ : méthylation des ribosomes ABC, RND
Macrolides Mutations ribosomales et méthylation ABC, MFS, RND
Oxazolidinones Méthylation des ribosomes RND
Streptogramines ABC
- inol Gram- : modification de I'ADN gyrase / Gram+ Abtl ot dolsodibich MATE, MFS,
uoroquinolones poimen I cétylation de l'antibiotique RND
A DHPS a liaison réduite, surproduction de
Sulfonamides DHPS résistant RND
Trimethroprime DHPS a liaison redultye,' surproduction de RND
DHPS résistant

Enfin, un autre phénomeéne pouvant empécher I’action des antibiotiques et également du
systéme immunitaire est la formation de biofilms [Figure 12]. Les bactéries colonisatrices vont
former une communauté bactérienne, c’est-a-dire une structure a la matrice épaisse et collante
constituée de polysaccharides, de protéines et d’ADN extracellulaire (71), (79). Pour qu’un
antibiotique soit efficace face a ce phénomene, il faut des concentrations beaucoup plus élevées
car la résistance serait jusqu’a mille fois supérieure a celle des bactéries dites planctoniques,
c’est-dire « libres » (71), (79). De plus, les biofilms favoriseraient le transfert de geénes de
résistance par la proximité des cellules bactériennes entre elles (71). La forme planctonique
caractérise les infections aigiies contrairement aux biofilms qui caractérisent les infections
chroniques et celles induites par des dispositifs comme des prothéses ou des implants médicaux

(79).

Planctonique o Biofilm

(5) Détachement et retour a la
/ croissance planctonique,

débutant un nouveau cycle

Figure 12 — Schéma
représentatif de la formation
d’un biofilm, adapté de (83)

(1) Fixation a (2) Formation (3) Formation de (4) Biofilm mature, avec
la surface d’une monocouche microcolonies, «champignon » caractéristique
et production de la multicouches formé de polysaccharides
matrice
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Facteurs favorisant les mécanismes de résistance

Les principaux facteurs pouvant favoriser les bactéries résistantes sont 1’utilisation
excessive des antibiotiques que ce soit dans la médecine humaine ou vétérinaire ou encore leur
mésusage. A. Flemming avait mentionné lors de la remise son prix Nobel en 1945 (1), que les
résistances acquises peuvent étre favorisées par une antibiothérapie peu efficace, c’est-a-dire
lorsque I’antibiotique est en concentration trop faible ou pendant une durée restreinte dans
I’organisme du patient (75). C’est pour cette raison que les antibiotiques sont délivrés sur
prescription médicale dans de nombreux pays et pas a la disposition directe du grand public et
qu’aujourd’hui les médecins et pharmaciens insistent auprés du patient sur I’importance de
respecter la durée du traitement. Cependant, les antibiotiques peuvent aussi étre mal prescrits.
Pour gagner du temps et/ou par manque d’outils diagnostic performants et fiables®, les médecins
de ville n’analysent pas forcément si I’infection est d’origine virale ou bactérienne. Les
antibiotiques prescrits pourraient donc étre inutiles au patient. De plus, la bactérie responsable
de l’infection n’est pas forcément analysée, les médecins prescrivent donc souvent des
antibiotiques a large spectre alors qu’il est recommandé d’utiliser des antibiotiques au spectre

étroit ciblant précisément la bactérie concernée (84).

Les mauvaises mesures de prévention et de controle des infections entraineraient
directement la propagation des résistances (85). Les pays a faibles et moyens revenus seraient
par conséquent plus impactés que les pays développés car ils disposent d’un acces limité a
certaines ressources, d’'un manque de formation dans le domaine, ou d’un manque

d’infrastructures permettant une surveillance numérique appropriée (85), (86).

De plus, certains pays rejettent directement dans 1I’environnement des déchets d’origine
animale, alors que les animaux ont pu étre traités par des antibiotiques durant leur vivant (87).
Ces médicaments peuvent alors se retrouver dans les eaux souterraines, 1’eau potable, les sols

ou les cultures vivricres et favoriser I’apparition de bactéries résistantes (87).

6 Tests d’Orientation Diagnostique (TROD). Exemples : test de diagnostic rapide dans ’angine ou la bandelette
urinaire dans la cystite.
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2.3. Etat actuel de ’antibiorésistance

L’OMS estime que le phénomene de résistance aux antimicrobiens est 'une des dix
principales menaces pour la santé publique mondiale (88). Les taux de résistance de certaines
bactéries et les taux de mortalité mondiaux liés a cette menace sont préoccupants et ne cessent
d’augmenter. The Review on Antimicrobial Resistance’ a estimé qu’il serait a ’origine d’au
moins 700 000 déces par an dans le monde (89). Ce chiffre, souvent pris comme référence, a
¢été reconsidéré a la suite d’une étude épidémiologique réalisée en 2016 en Thailande (90),
pouvant représenter les pays a faibles et moyens revenus. Dans ces pays, les taux de résistance
seraient plus élevés car leurs systémes d’assainissement sont moins efficaces, les établissements
de soins de moins bonne qualité et le controle de la délivrance des antibiotiques plus faible (1).
La mortalit¢ mondiale liée aux résistances serait donc aujourd’hui plus proche de 1,5 millions
de personnes par an, soit I’équivalent du nombre de déces liés au diabéte et plus que les déces
causés par un accident de la route (1). Ce chiffre correspond aux résultats d’une étude mondiale
publiée en 2022 dans The Lancet, ou il est estimé que 1,27 millions de décés en 2019 étaient
directement imputables a la résistance aux bactéries (91). En 2050, ce fléau pourrait étre la
cause de 10 millions de décés par an dans le monde si aucune action efficace n’était engagée

pour le contrer (89).

A D’échelle de I’Europe, plus de 33 100 déces ont été recensés en 2015 sur pres de 672
000 infections a bactéries résistantes (92), soit un taux de mortalit¢ de 4,9% apres avoir
contracté une infection a bactérie résistante [Annexe 3]. Quant a la France, prés de 125 000

patients ont développé une infection a bactéries résistantes en 2015 pour un taux de mortalité

de 4,4% (92).

Les six principales bactéries responsables de plus de 73% des déces imputés et associés
au phénomeéne d’antibiorésistance en 2019 dans le monde étaient les suivantes : E.coli, S.

aureus, K. pneumoniae, S. pneumoniae, A. baumannii et P. aeruginosa (91) [Figure 13].

7 Ce rapport a été commandé en juillet 2014 par le Premier Ministre britannique & 1’économiste Jim O’Neill pour
analyser le probléme de la résistance croissante aux antibiotiques et pour proposer des actions concrétes a mettre
en place au niveau international.
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Figure 13 — Bactéries a ’origine des décés imputés et associés au phénoméne d’antibiorésistance dans

le monde en 2019 (91)

Ces bactéries sont a I’origine d’infections bactériennes courantes comme les infections
urinaires, le sepsis ou certaines formes de diarrhée (93). En 2017, ’OMS a publi¢ une liste de
bactéries décrites comme « pathogenes prioritaires » menacant la sant¢é humaine pour
promouvoir la recherche et le développement de nouveaux antibiotiques (94) [Tableau 3]. Ces
bactéries multirésistantes sont recensées principalement a 1’hopital, dans les établissements
accueillant des personnes agées ou chez des patients ayant des dispositifs médicaux invasifs

comme des cathéters sanguins.
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Tableau 3 — Liste de ’OMS des bactéries présentant une menace pour la santé humaine

Priorité 1 : CRITIQUE

A.baumannii Résistance aux carbapéneémes

P. aeruginosa Résistance aux carbapénémes

Entérobactéries : E. coli et K. pneumoniae | Résistance aux carbapénémes, production de BLSE
E. faecium Résistance a la vancomycine

S. aureus Résistance a la méthicylline, vancomycine

H. pylori Résistance a la clarithromycine

Campylobacter spp. Résistance aux fluoroquinolones

Salmonellae Résistance aux fluoroquinolones

N. gonorrhoeae Résistances aux céphalosporines et fluoroquinolones
S. pneumoniae Insensible a la pénicilline

H. influenzae Résistance a I’ampicilline

Shigella spp. Résistance aux fluoroquinolones

La dernicre enquéte réalisée par le systéme mondial de surveillance aux antimicrobiens
(GLASS)? affirme qu’une personne atteinte d’une infection par S. aureus résistant a la
méthicilline (SARM) aurait 64% plus de risque de décéder qu'une personne infectée par S.

aureus non résistant (93).

La tuberculose, maladie infectieuse que 1’on pensait contrélée depuis de nombreuses
années, fait I’objet de nos jours d’une vigilance particuliére compte tenu de la multiplication de
souches bactériennes M. tuberculosis multirésistantes. En 2018, I’OMS a estimé que 3,4% des
nouveaux cas de tuberculose, soit prés de 500 000 personnes par an dans le monde, étaient
résistants a la rifampicine (tuberculose-RR) dont la majorité étaient des cas de tuberculose
multirésistante (tuberculose-MR). Chez les patients ayant déja regu un traitement pour cette
maladie, ce taux de résistance était de ’ordre de 18%. De plus, seulement 59% des cas de
tuberculose-RR/tuberculose-MR seraient traités avec succes pour cause de protocoles

thérapeutiques plus longs, coliteux et moins efficaces (95).

8 Global Antimicrobial Resistance and Use Surveillance System, organisation mondiale créée en 2015 par
I’OMS.
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Les résultats de plusieurs enquétes (92), (93) permettent de comparer les taux de résistance des
trois principales bactéries a 1’origine de déces dans le monde, en Europe et en France [Tableau

4].

Tableau 4 - Taux de résistance des trois principales bactéries a I’origine d’un fort taux

de mortalité dans le monde, en Europe et en France, adapté de (92), (93)

Monde (pays du Europe - 2020 France - 2020
systéeme GLASS) - 2019 (2016) (2016)
E. coli résistant aux C3G 36% 14,9% (15,7%) 9,5% (11,2%)
K. pneumoniae résistant aux C3G NC 33,9% (34,7%) 27,8% (28,9%)
SARM 12,11% 16,7% (19,3%) 12,1% (NC)

Les taux de résistance sont toujours trop élevés mais il faut noter qu’ils tendent a
diminuer en Europe et en France entre 2016 et 2020. Cela est imputable aux différentes mesures

prises par les gouvernements pour mieux contrdler 1’utilisation des antibiotiques.

Le phénomene d’antibiorésistance engendre un colit humain important mais également
un colt économique non négligeable dont les pays ont pris conscience ces dernieéres années a
la suite des résultats de The Review on Antimicrobial Resistance. Cette étude a estimé qu’il y
aurait 82 trillions de dollars de pertes entre 2015 et 2050, 100 trillions en incluant le SIDA
et la malaria (89), soit une moyenne de 2,9 trillions de dollars de pertes par an. En 2017, une
autre étude réalisée par la Banque Mondiale montre des résultats assez similaires, puisqu’il est
estimé que les pertes liées a ce phénomene seraient entre 1 et 6,1 trillions de dollar par an
selon le scénario choisi (96). Ces pertes sont liées au fait que les patients atteints de maladies
infectieuses a bactéries résistantes passent plus de temps a 1’hopital, ont besoin de plus de
personnel, de médicaments plus onéreux et doivent étre isolés des autres patients.

Aux Etats-Unis, le coit pour traiter un patient atteint d’une infection 8 SARM serait en
moyenne de 35 000 dollars (97). Le Centers for Disease Control and Prevention, a estimé en
2019 que 6 des 18 résistances alarmantes colteraient plus de 4,6 milliards de dollar par an en
dépenses de santé au pays (98). En France, une étude publiée en 2020 a démontré que le cott

li¢ aux infections a bactéries résistantes serait de 290 millions d’euros par an (99).
Face a ces constats alarmants, des actions concretes ont été proposées par 1’économiste

Jim O’Neill entre 2014 et 2016. Les différents pays semblent avoir pris conscience du

phénomene et ont engagé différentes mesures visant a lutter contre ce fléau mondial.
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Mesures gouvernementales et alternatives possibles

3.1. Recommandations du rapport O’Neill (2016)

En 2014, David Cameron, Premier Ministre britannique a I’époque, a commandé un rapport
indépendant sur la résistance aux antimicrobiens a 1’économiste Jim O’ Neill. L’objectif était
de chiffrer le phénomeéne, émettre des recommandations et proposer des solutions concrétes a
mettre en place. Le groupe de travail, supervisé par J. O’Neill, a publié huit rapports au cours
de I’enquéte pour enfin publier en mai 2016 un rapport final « The Review on Antimicrobial
Resistance » regroupant I’ensemble de leurs travaux de recherches et leurs recommandations
(24).

- Décembre 2014 : “La résistance antimicrobienne : une crise a combattre pour la santé

et la richesse des nations”

- Février 2015 : “S’attaquer a une crise sanitaire mondiale : premiéres étapes”

- Mai 2015 : “Sécuriser les nouveaux médicaments : le pipeline d’antibiotiques”

- Octobre 2015 : “Diagnostic rapide : mettre fin a ’utilisation inutile d’antibiotiques”

- Novembre 2015 : “Sire, sécurisée et contrdlée : gérer la chaine d’approvisionnement

en antimicrobiens”

- Décembre 2015 : “Les antimicrobiens dans ’agriculture et I’environnement : réduire

I’utilisation inutile et les déchets”

- Février 2016 : “Vaccins et approches alternatives : réduire notre dépendance aux

antimicrobiens”

- Mars 2016 : “Prévention, controle et surveillance des infections : limiter le

développement et la propagation de la résistance aux médicaments”

Ce travail a depuis été largement repris et a inspiré de nombreux pays pour mener leur politique

de santé sur ’antibiorésistance.

Dix recommandations détaillées ressortent de ces recherches (24) :

1. Diffuser une large campagne de sensibilisation mondiale : au niveau des patients,

des médecins, des vétérinaires et des agriculteurs.

Cette campagne aurait pour objectif de changer les comportements au niveau de la

population : ne plus réclamer systématiquement des antibiotiques aux médecins, ne plus acheter
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d’antibiotiques en vente libre (sans ordonnance) sans véritable besoin mais aussi convaincre
d’autres acteurs impliqués comme les agriculteurs de ne plus utiliser ces médicaments de facon

inutile.

Une campagne comme celle-ci a été chiffrée et cotiterait entre 40 et 100 millions de dollars
par an. Le groupe de travail a démontré qu’elle serait rentable sur le long terme en modifiant
durablement les comportements. L’objectif est d’obtenir des messages fondamentaux communs
a tous les pays avec des themes et des symboles reconnaissables et emblématiques. Ils proposent
¢galement un systeme de label sur les boites de médicaments pour aider le grand public a repérer
les antibiotiques ou sur les aliments, par exemple un label « Utilisation responsable des

antibiotiques ».

2. Améliorer I’hygiene, I’assainissement et prévenir la propagation des infections

L’objectif est de réduire 1’apparition et la propagation des infections pour pouvoir diminuer
I’utilisation d’antibiotiques et par conséquent le développement de résistances aux bactéries.
Dans les pays a faibles et moyens revenus, il parait indispensable d’améliorer les conditions de
vie des populations en leur donnant acces a de I’eau potable et a des systémes d’assainissement
durables. Les affections diarrhéiques sont corrélées positivement a ces mauvaises conditions de
vie, ce qui en fait la deuxieme cause de mortalité chez les enfants. Elles sont par ailleurs traitées
trés souvent par antibiothérapie alors que la plupart sont d’origine virale, ce qui n’a donc pas
I’effet thérapeutique escompté. Au-dela de la mortalité recensée, cette utilisation inutile de ces

médicaments accélére le phénomene de résistance.

Un second constat est aussi la diffusion plus rapide des infections dans les établissements
de soin. Il parait indispensable d’instaurer des principes de base pour limiter la propagation
d’infections comme le lavage des mains des professionnels de santé entre chaque patient ou le
nettoyage efficace des surfaces et des outils. Pourtant d’apparence simple, I’hygiéne des mains
n’est pas forcément respectée, il est estimé que ’adhésion réelle des soignants pour cette

pratique est en moyenne seulement de 40% (100).
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3. Réduire ’utilisation inutile d’antimicrobiens dans ’agriculture et leur diffusion

dans I’environnement

L’utilisation des antibiotiques dans 1’agriculture et 1’aquaculture est dans certains cas
nécessaire pour soigner les animaux et pour assurer la sécurité des aliments. Cependant, on
remarque qu’ils sont souvent donnés, dans certains pays, a but préventif ou pour favoriser la
croissance. Une mauvaise utilisation de ces antibiotiques représente un danger réel pour la santé

humaine en favorisant le phénomene de résistance.

Trois mesures sont proposées pour améliorer la situation :

- Un objectif de 10 ans des 2018 pour réduire 1’utilisation inutile d’antibiotiques dans
I’agriculture avec des jalons pour soutenir les progres réalisés en compatibilité avec le
développement économique des pays.

- Des restrictions et/ou des interdictions de certains antibiotiques considérés comme
« hautement critiques ». De nombreux médicaments sont utilisés en agriculture alors
qu’ils sont des traitements de derniére ligne en médecine humaine.

- Améliorer la transparence sur les pratiques des producteurs pour permettre aux

acheteurs de choisir consciemment.

Pour mettre en place ces mesures, la coopération des organismes internationaux est
indispensable pour proposer des bonnes pratiques agricoles, une surveillance et des données
récoltées harmonisées, ainsi que 1’établissement d’une liste d’antibiotiques considérés critiques

pour la santé humaine.

Un autre probléme soulevé est celui de la dissémination de ces médicaments dans
I’environnement. Elle peut étre de trois natures : déchets animaux, humains ou de production.
Ces déchets contaminent les sols, les cultures et les sources d’eau en favorisant 1I’émergence de
résistances. Deux mesures peuvent étre mises en place :

- Etablir des normes minimales visant 1’émissions de déchets de production contenant des

« ingrédients pharmaceutiques actifs ».
- Encourager I’industrie pharmaceutique a appliquer des normes plus strictes tout au long

de ses chaines d’approvisionnement.
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4. Améliorer la surveillance mondiale de la résistance aux médicaments et de la

consommation d’antimicrobiens chez ’homme et I’animal

La surveillance est indispensable a la gestion de toute maladie infectieuse et pourrait
améliorer la santé des patients a différents niveaux :
- Local : en permettant aux soignants de prendre des décisions cliniques de fagon plus
éclairée et ainsi mieux soigner les patients
- National : en orientant les politiques de santé pour qu’elles soient adéquates et efficaces
- Mondial : en fournissant des alertes précoces et des données pour identifier le probléme

et agir sur le long terme.

5. Promouvoir de nouveaux tests diagnostiques rapides pour réduire I’utilisation

inutile d’antibiotiques

La trés grande majorité des prescriptions médicales d’antimicrobiens est faite en
ambulatoire sans utiliser d’outil diagnostique. Ces médicaments sont alors considérés comme
gaspillés car ils sont prescrits a des patients pour qui I’infection est d’origine virale, ce qui rend
le traitement inutile. Aux Etats-Unis, une étude a montré que parmi 40 millions de patients
traités pour une infection respiratoire, 27 millions ont été traités par antibiotiques alors qu’ils
n’en avaient pas besoin (101). Le développement et 1’utilisation de tests rapides d’orientation
diagnostique (TROD) permettraient de réduire significativement cette consommation massive
et inadéquate d’antibiotiques. Pourtant, cette pratique n’est pas utilisée en routine car les
médecins estiment qu’elle demanderait plus de temps et coliterait plus cher & mettre en place.
Ces derniers favorisent alors I’option de prescrire un antibiotique « juste au cas ou cela serait
nécessaire », alors qu’a 1’échelle du systéme de santé, 1’utilisation de ces tests permettrait de
réduire les colits de santé et le gaspillage de ces médicaments. D’autant plus que cette pratique

favorise 1’émergence de résistances.

La promotion des tests diagnostiques peut se faire a plusieurs niveaux :
- Inciter les soignants a les utiliser pour poser un diagnostic plus clair, cela pourrait aller
jusqu’a les rendre obligatoires pour prescrire des antibiotiques
- Inciter a investir dans la recherche et le développement d’outils diagnostiques innovants

- Inciter financierement les pays a faible et moyen revenus a les utiliser
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6. Promouvoir le développement et ’utilisation des vaccins et de leurs alternatives

L’utilisation des vaccins permettrait de prévenir avant de devoir traiter une maladie
infectieuse que ce soit chez les humains ou les animaux, réduisant ainsi les colts liés a
I’antibiothérapie et le phénomene de résistance li€ a leur utilisation massive. Il a été estimé que
la vaccination antipneumococcique peut réduire de 47% la quantité d’antibiotique utilisée pour
traiter les pneumonies causées par S. pneumoniae chez les enfants de moins de 5 ans (102).

Des alternatives aux antibiotiques sont aujourd’hui en cours de développement comme la
phagothérapie, la stimulation immunitaire, les lysines, les anticorps, les probiotiques ou encore

différents inhibiteurs.

7. Améliorer le nombre, la rémunération et la reconnaissance des personnes

travaillant dans le domaine des maladies infectieuses.

Les médecins spécialistes des maladies infectieuses, les microbiologistes, les infirmiers et
les pharmaciens jouent un réle déterminant dans le controle des maladies infectieuses et sur la
limitation de 1’usage des antibiotiques. On observe cependant que ces professionnels de santé
sont moins nombreux a travailler dans cette aire thérapeutique mais qu’ils sont aussi sous-
évalués par rapport a leurs confréres travaillant dans un domaine différent. En effet, les études
de recherche académique sur le sujet sont moins souvent citées que les autres, et les revues sur
la microbiologie sont considérées comme moins prestigieuses, aucune n’est d’ailleurs présente
dans le top 30 des journaux médicaux les plus influents dans le monde. Cela a entrainé un
désintérét progressif des étudiants et des chercheurs pour poursuivre leur carriére dans le
domaine des maladies infectieuses. De plus, ils sont également moins bien rémunérés que leurs
confréres des autres spécialités [Annexe 4]. Les gouvernements et les systemes de santé
devraient trouver des solutions pour financer et inciter les soignants en premiere ligne face a

I’antibiorésistance.

8. Créer un fonds mondial d’innovation pour la recherche précoce (early-stage) et

non-commerciale

L’investissement dans la R&D pour contrer I’antibiorésistance est faible que ce soit via des
fonds privés ou des fonds publics. Cependant, on note une amélioration des initiatives depuis

quelques années, notamment en Europe avec le programme IMI ND4BB et aux Etats-Unis avec
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les programmes BARDA (Biomedical Advanced Research and Development Authority) pour

soutenir les entreprises recherchant de nouveaux antibiotiques.

9. Proposer de meilleures incitations pour promouvoir I’investissement dans la
recherche et le développement de nouveaux médicaments ainsi que I’amélioration

des médicaments existants

Les raisons pour lesquelles les laboratoires pharmaceutiques ont délaissé les antibiotiques
sont nombreuses et détaillées dans le /.3. de cette thése. Une des solutions possibles pour inciter
les laboratoires a rechercher et développer de nouveaux antibiotiques ou alternatives serait
d’instaurer une récompense a I’entrée sur le marché. Sur le modele de I’AMC (Advance Market
Commitment) instauré en 2009 pour le vaccin anti-pneumococcique (103), ce systéme
permettrait de rendre ces médicaments plus rapidement rentables en offrant entre 800 millions
et 1,3 milliard de dollars au laboratoire recevant une AMM répondant a un « besoin non
satisfait ». En d’autres termes, ce systetme récompenserait les laboratoires qui auraient
commercialisé des médicaments luttant contre des infections pour lesquelles le besoin clinique
est important a cause du phénomene d’antibiorésistance. Cette liste de « besoins non satisfaits »

serait définie en avance par les gouvernements et institutions.

10. Créer une coalition mondiale pour une action concréte

La création d’une entit¢ mondiale pour lutter contre le phénomene d’antibiorésistance
semble indispensable pour harmoniser les pratiques et avoir une véritable action. Les priorités
de cette coalition pourraient répondre a certaines questions fondamentales dans la lutte contre
les maladies infectieuses :

- Quels sont les pathogeénes les plus préoccupants pour lesquels nous avons besoin de

nouveaux médicaments, vaccins ou outils diagnostiques en médecine humaine ?

- Idem en médecine vétérinaire

- Quelles sont les bonnes pratiques et normes a mettre en place pour partager en toute

sécurité les données de surveillance a 1’échelle mondiale ?

L’OMS semble étre I’entité s’étant chargée de ces questions ces dernic¢res années.

Les cofts liés a ces dix recommandations seraient estimés a 40 milliards de dollars entre
2016 et 2026. Une telle coalition devrait permettre un financement mondial pour lutter

efficacement contre ce fléau.
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3.2. Mesures gouvernementales prises en France, en Europe et dans le Monde

En France, une politique est menée depuis les années 2000, pour maitriser
I’antibiorésistance avec des plans stratégiques entre 2000-2005, 2007-2010 puis 2011-2016. En
novembre 2016, pour donner suite aux recommandations de I’OMS en 2015, un programme
interministériel a été lancé pour mieux sensibiliser le public, mieux utiliser ces médicaments,
soutenir la recherche et I’innovation dans cette aire thérapeutique mais également renforcer la
surveillance en France. Treize mesures ont été proposées par le groupe de travail et constituent

la « feuille de route » suivie pour les stratégies menées par le gouvernement (104) [Figure 14].

Sensibilisation et communication auprés
du grand public et des professionnels de santé

Mesure 1 o Lancer le premier programme national inter-
sectoriel de sensibilisation a la prévention de I'antibiore-
sistance

Mesure 2 » Améliorer I'acces a I'information et I'engage-
ment citoyen en faveur de la maitrise de I'antibiorésistance

Formation des professionnels de santé et bon
usage des antibiotiques

Mesure 3  Apporter une aide a la juste prescription des
médicaments par les professionnels de santé humaine et
animale

Mesure 4 e Inciter les professionnels de santé a la juste
prescription en renforgant son encadrement

Mesure 5 o Encourager un bon usage des antibiotiques

Mesure 6  Améliorer I'adoption par les professionnels et
le public des mesures de prévention efficaces en santé
humaine et animale

Recherche et innovation en matiére de maitrise
de lantibiorésistance

Mesure 7 e Structurer et coordonner les efforts de
recherche, de développement et d’innovation sur I'antibio-
résistance et ses conséquences

Q

Mesure 8 o Faire converger le soutien a la recherche et
I'innovation en renforgant le partenariat public-privé

Mesure 9  Valoriser et préserver les produits contribuant a
la maitrise de I'antibiorésistance

Mesurer et surveiller lantibiorésistance

Mesure 10 « Améliorer la lisibilité de la politique nationale
de surveillance de I'antibiorésistance et des consomma-
tions antibiotiques et de ses résultats

Mesure 11 « Développer de nouveaux indicateurs et outils
de surveillance par une meilleure exploitation des bases de
données

Gouvernance et politique intersectorielles
de maitrise de l'antibiorésistance

Mesure 12 » Renforcer la coordination interministérielle de
la maitrise de I'antibiorésistance

Mesure 13 o Coordonner les actions nationales avec les
programmes européens et internationaux afin de conforter
le role moteur de la France dans la maitrise de I'antibioré-
sistance

Début 2022, le Ministére des Solidarités et de la Santé a présenté sa « Stratégie
nationale 2022-2025 de Prévention des Infections et de I’Antibiorésistance » composée de
42 actions a mettre en place pour répondre a 3 objectifs [Annexe 5], (67) :

-« Prévenir les infections courantes, comme les bronchites, les gastro-entérites, grace a
des gestes du quotidien et a la vaccination »

- «Réduire le risque d’infections associées aux soins, notamment les infections
nosocomiales ». Cette nouvelle stratégie est dans la continuité du Programme de

prévention des infections associées aux soins instauré en 2015 (PROPIAS).
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-« Préserver I’efficacité des antibiotiques, pour que nous puissions continuer a guérir des

infections bactériennes [...] comme les infections urinaires ».

ILS SONT
PRECIEUX,

Figure 14 : Logo et slogan de la campagne de sensibilisation « Ils sont précieux, utilisons-les mieux »

lancée en 2018 par le gouvernement francais.

Cette stratégie s’inscrit comme le « volet opérationnel en santé humaine » des 13
mesures proposées en 2016 (104). Pour aider a lutter contre les infections nosocomiales, cinq
missions ont été créées en 2018 par un Comité Expert « Missions Nationales Infections
Associées aux Soins » (CNMIAS) pour couvrir la période 2018-2023. Parmi celles-ci deux
missions ont pour objectif de récolter des données sur la consommation d’antibiotiques et les
bactéries résistantes en établissements de santé :

- Mission PRIMO, associée au Centre d’appui pour la prévention des infections associées
aux soins (CPias) Grand Est.

- Mission SPARES, associée au CPias Nouvelle-Aquitaine

Les mesures et actions mises en place en médecine vétérinaire font partie du plan
Ecoantibio 2 (2017-2022), et visent a réduire les risques d’antibiorésistance (105). Ce plan
répond aux recommandations internationales de 1’Organisation mondiale de la santé animale
(OIE), de I’'OMS et de I’Organisation des Nations Unies pour I’ Alimentation et I’ Agriculture
(FAO). Quatre axes le composent :

- Développer les mesures de prévention des maladies infectieuses et faciliter le recours
aux traitements.

- Communiquer et former les différents acteurs sur les enjeux de la lutte contre
I’antibiorésistance, sur la prescription raisonnée des antibiotiques et sur les alternatives
existantes.

- Mettre a disposition des outils d’évaluation et de suivi du recours aux antibiotiques

- S’assurer de la bonne application des régles de bon usage au niveau national, et favoriser

leur adoption aux niveaux européen et international.
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Enfin, une interface nationale, coordonnée par 'INSERM, a été créée pour promouvoir
la recherche et I’innovation de nouveaux antibiotiques ou d’alternatives thérapeutiques. Cette
plateforme permet de répertorier les projets de recherche frangais publics ou privés luttant
contre 1’antibiorésistance. Le réseau créé¢ permet aux différents acteurs de collaborer ou

simplement de s’informer du développement de médicaments au niveau national (106).

Au niveau européen et international, la lutte contre les résistances antimicrobiennes est
considérée comme 1’une des grandes priorités mondiales en matie¢re de santé publique depuis
plusieurs années. L’OMS a publié un rapport en 2014 faisant un état des lieux préoccupant du
phénomeéne, ce qui a conduit a la publication en mai 2015 d’un plan d’action mondial en
collaboration avec FAO et OIE dans une démarche collaborative « une seule santé® » (107),
(108). Celui-ci est composé de recommandations pour élaborer des « plans nationaux
intersectoriels » de maitrise du phénomeéne pour répondre a cing objectifs (107) :

-« Mieux faire connaitre et comprendre le phénomene de résistance aux antimicrobiens
grace a une communication, une éducation et une formation efficaces »

-« Renforcer les connaissances et les bases factuelles par la surveillance et la recherche »

- «Réduire I’incidence des infections par des mesures efficaces d’assainissement,
d’hygiene et de prévention des infections »

-« Optimiser ’'usage des médicaments antimicrobiens en santé humaine et animale »

- «Dégager les arguments économiques en faveur d’investissements durables qui
tiennent compte des besoins de tous les pays et accroitre les investissements dans la
mise au point de nouveaux médicaments, outils diagnostiques, vaccins et autres

interventions »

Un systéme mondial de surveillance (GLASS) est également lancé la méme année par
I’OMS et compte aujourd’hui plus de 109 pays et territoires participants (109). L’ objectif est
de surveiller la résistance aux antimicrobiens, leur utilisation et leur consommation en utilisant
des indicateurs précis comme la résistance aux C3G d’E. coli ou MRSA (109). Plusieurs
rapports ont été rendu publics depuis son entrée en vigueur, dont le dernier date de 2021. Celui-
ci a pour objectif d’expliquer les différentes méthodologies a mettre en pratique pour obtenir
des résultats fiables et harmonisés permettant de comparer les différents pays entre eux (109).

Les derni¢res données recueillies datent de 2019 et ont été publiées dans un rapport en 2020.

® « One Health ». Cette démarche résume 1’idée selon laquelle la santé des animaux, des humains et des
écosystémes sont interconnectées et interdépendantes.
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Le G7 et le G20 sont également 1’occasion de rappeler aux différents pays les
engagements a prendre pour lutter efficacement contre I’antibiorésistance mais aussi de lancer
des initiatives de collaboration R&D comme le « Global AMR R&D hub »!° lancé en 2018 et
coordonné par I’ Allemagne (110).

A D’échelle européenne, la Commission Européenne a publié en 2017 un plan d’action
en trois axes (110) : « Faire de I’'UE une région de pratiques d’excellence », « Encourager la
recherche, le développement et I’innovation en matiere de résistance aux antimicrobiens » et
« Donner corps aux objectifs mondiaux ».

Celle-ci propose des objectifs a atteindre et met en place un réseau européen
intersectoriel « One Health Network » pour coordonner les politiques de santé entre Etats
membres (110). Un programme a également été lancé « Joint Programming Initiative on
Antimicrobial Resistance » (JPI-AMR) pour soutenir la recherche et mettre en relation les
chercheurs de différents pays (111). A ce jour, le programme a aidé plus de 1300 chercheurs,

ce qui représente une centaine de projets ayant regu plus de 125 millions d’euros (111).

Concernant ’'usage vétérinaire des antibiotiques, des seuils réeglementaires ont été fixés
par ’EMA et sont entrés en vigueur dés 2017. En 2019, ’EMA a émis des recommandations a
la Commission Européenne sur I’utilisation d’antimicrobiens devant étre exclusivement
réservés a I’homme pour limiter les phénoménes de résistance (112). Si un médicament
antimicrobien répond a ces trois critéres, il devrait étre réservé uniquement a la médecine
humaine (112) :

- A Pantimicrobien est trés important en santé humaine car il permet de traiter des
infections graves pouvant mettre la vie du patient en danger lorsque peu ou pas
d’alternatives thérapeutiques sont disponibles

- B:ilyaunrisque de transmission de la résistance a I’antimicrobien des animaux aux
humains

- C:l’antimicrobien n’est pas essentiel a la santé animale, celui-ci n’aurait pas d’impact
significatif s’il était réservé uniquement aux humains.

Le rapport a dénombré plus d’une trentaine de médicaments qui devraient étre utilisés

uniquement en médecine humaine (112).
Il est indéniable que la lutte contre I’antibiorésistance se fera a plusieurs niveaux et si

I’ensemble des pays met en place des mesures efficaces au sein d’une politique commune.

10 Ce programme est un partenariat entre pays, organisations non gouvernementales et gouvernements pour
améliorer la coordination et la collaboration dans la R&D mondiale dans le cadre de 1’antibiorésistance.
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3.3. Alternatives a I’antibiothérapie

En parall¢le des mesures gouvernementales pouvant étre mises en place pour maitriser
I’'usage des antibiotiques et freiner les phénomeénes de résistance, il semble aujourd’hui
nécessaire de développer des alternatives thérapeutiques efficaces. Face aux impasses
thérapeutiques causées par des bactéries multirésistantes, nous parlons désormais d’eére « post-
antibiotiques ». Nous ne pourrons certainement pas nous passer totalement de 1’utilisation des
antibiotiques traditionnels. Mais des alternatives thérapeutiques ou des traitements

complémentaires nous aideront a lutter efficacement contre les maladies infectieuses.

Parmi les moyens dont nous disposons aujourd’hui, la vaccination est celui permettant
la prévention de ces maladies avant de devoir les traiter. Cette pratique devrait étre entretenue
dans les pays développés pour limiter 1’utilisation d’antibiotiques mais également étre rendue
plus accessible dans les pays a faible revenu souffrant plus largement de ces maladies. Dans les
pays a revenu ¢élevé, parmi les dix principales causes de mortalité, une seule est liée a une
maladie transmissible : les infections des voies respiratoires basses, les autres causes étant des
maladies non transmissibles comme la maladie d’ Alzheimer, les AVC ou les cancers (113). En
revanche dans les pays a faible revenu, parmi les dix principales causes de mortalité, six sont
dues a des maladies transmissibles (113). Il s’agit des affections néonatales, des infections des
voies respiratoires basses, des maladies diarrhéiques, du paludisme, de la tuberculose et du sida
(113). En addition des mesures a prendre pour aider ces pays a I’amélioration des conditions de
vie et d’hygiene de leur population, la vaccination est sans doute une option a privilégier pour

prévenir ces maladies infectieuses et pour diminuer le taux de mortalité associé.

On dénombre aujourd’hui une vingtaine d’alternatives thérapeutiques ou de traitements

complémentaires a 1’antibiothérapie potentiellement existants ou en cours de R&D (114).
Depuis 2016, un inhibiteur de béta-lactamases est utilis¢é comme adjuvant des

antibiotiques, il s’agit de ’avibactam (115). Plusieurs autres inhibiteurs de la méme famille

sont en cours de développement clinique (115).
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Les approches semblant susciter le plus d’intérét ces derniéres années sont les suivantes

(sans ordre d’importance) :

L’inactivation de I’agent pathogéne par des anticorps monoclonaux. Cette approche
pourrait avoir un impact clinique majeur car elle repose sur une technique utilisée depuis
longtemps donc peu risquée. Elle serait efficace dans les infections par bactéries Gram+
ou Gram- (114). Plusieurs anticorps monoclonaux sont déja commercialisés et utilisés
en virologie notamment contre le virus respiratoire syncytial (VRS), le VIH ou le virus
de la rage mais également en bactériologie contre C. difficile ou contre E. coli dans le
cadre de syndrome hémolytique et urémique atypique (116). Fin 2018, on recensait plus
de 300 études cliniques en phase 2 ou 3 utilisant cette technique comme anti-infectieux,
principalement contre le VIH, S. aureus, P. aeruginosa ou encore le virus de la grippe

(116).

L’utilisation de peptides antimicrobiens synthétiques ciblant la membrane
bactérienne ou ciblant les mécanismes de synthese de la paroi cellulaire ou de synthese
de protéines (114). Certains comme la Polymyxine B et la colistine sont déja sur le
marché et sont utilisés lors d’infections résistantes et complexes (117). Les peptides
antimicrobiens sont généralement administrés par voie inhalée ou topique et peuvent
présenter une toxicité importante, ce qui représente le principal frein lors de leur
développement (117). On dénombre plusieurs molécules en développement clinique
mais des échecs en phase 3 sont recensés comme pour le murepavadin développé par
Polyphor dans la pneumonie ou encore le pexiganan développé par Dipexium

Pharmaceuticals dans 1’ulcére du pied diabétique (117).

L’utilisation de peptides ciblant les biofilms. Ces molécules sont encore en stade
précoce de développement mais se montrent prometteuses pour diminuer la virulence
bactérienne en complément d’un traitement antibiotique (114). Un exemple en cours de
recherche en France est celui du « C-type natriuretic peptide » (CNP), produit
naturellement dans les poumons. Les premiers résultats ont démontré qu’il aurait la
capacité d’inhiber fortement la formation de biofilms par P. aeruginosa, de I’ordre de

80% (118).
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L’utilisation de probiotiques pour prévenir ou traiter les infections diarrhéiques liées
a C. difficile (114). Les probiotiques sont des microorganismes vivants non pathogenes
ayant un effet bénéfique sur la santé en rééquilibrant le microbiote (119). La principale
cause de diarrhée a I’hopital, dont 1’incidence augmente chaque année dans les pays
occidentaux, est liée a une infection a C. difficile (119). Cette infection est favorisée par
une perturbation du microbiote intestinal (dysbiose) pouvant étre due a I’age, a des
maladies chroniques ou pouvant étre induite par une prise de médicaments comme les
antibiotiques (119). Les études sur I'utilisation de probiotiques dans ce type d’infection
ne sont actuellement pas unanimes sur 1’efficacité, d’autres recherches doivent étre

menées pour démontrer des effets bénéfiques chez les humains (119).

Le transfert de microbiote par greffe fécale. L’objectif est d’introduire des
microorganismes stables pour rééquilibrer le microbiote et limiter les rechutes de
diarrhées a C. difficile (120). Les résultats dans cette indication seraient trés satisfaisants
montrant une efficacité supérieure a celle des antibiotiques, ce qui permettrait de réduire

la mortalité liée a cette bactérie (120).

Le repositionnement de médicaments non-antibiotiques comme compléments aux
antibiotiques pour lutter contre 1’antibiorésistance. D’aprés une quinzaine d’études, les
statines, indiquées normalement dans I’hypercholestérolémie, pourraient agir en
synergie avec les antibiotiques et stimuler le systéme immunitaire (121). La statine
¢tudiée la plus prometteuse serait la simvastatine (121). Cependant, ces médicaments
pourraient également avoir 1’effet contraire en favorisant le développement de souches
résistantes (121). On comprend que d’autres recherches sont nécessaires sur le sujet
pour mieux comprendre les mécanismes d’action concernés. Un autre exemple étudié
ces dernieéres années est celui du diclofénac, anti-inflammatoire non stéroidien, qui
pourrait également aider a lutter contre I’antibiorésistance et notamment dans les
infections a S. aureus résistant a la méthicilline (MRSA). Une étude publiée en 2021
(122), a montré que des doses élevées de diclofénac pouvaient inhiber la croissance de
MRSA dans les infections liées aux implants médicaux. La méme étude indique qu’une
administration a faible dose du médicament sensibiliserait de nouveau des bactéries aux
béta-lactamines alors qu’elles y étaient résistantes, améliorant ainsi 1’efficacité des

antibiotiques (122). De plus, I’utilisation de diclofénac a faible dose combiné a une béta-
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lactamine permettrait d’inhiber la formation de biofilms par MRSA au niveau des

implants (122).

L’utilisation d’inhibiteurs du quorum sensing (QS), c’est-a-dire du systéme de
communication entre bactéries utilis¢ pour coordonner leur comportement via des
mécanismes de régulation génétiques (123). Lorsque la densité de bactéries est élevée,
cela déclenche des signaux qui peuvent avoir un impact sur la virulence et activer les
mécanismes de résistance comme les pompes a efflux ou les biofilms (123). L’approche
utilisée pour inhiber ce phénomene est appelée « quorum quenching ». On utilise
généralement des enzymes ou des molécules chimiques agissant sur la molécule-
signal du QS, soit en inhibant sa production, soit en la dégradant, soit en inhibant son
transport ou sa liaison aux récepteurs cibles (123). Les recherches, bien qu’existantes
depuis les années 90, doivent étre soutenues car cette approche pourrait étre un outil

supplémentaire dans la lutte contre 1’antibiorésistance (123).

L’utilisation d’inhibiteurs de pompes a efflux (IPE) chez les bactéries Gram- pour
empécher 1’expulsion de I’antibiotique en dehors de la cellule. La production excessive
de pompes a efflux contribue a la multirésistance de certaines bactéries (81).
L’utilisation d’IPE permettrait de retrouver le niveau de sensibilit¢ naturelle des
bactéries mais leur toxicité fait qu’ils ne sont actuellement pas au point pour une

utilisation chez les patients, d’autres études sont nécessaires (81).

L’utilisation de plantes ou d’huiles essentielles pour rendre les antibiotiques plus
efficaces. En 2017, I’office européen des brevets a décerné le prix de I’Inventeur a un
chercheur marocain, Adnane Remmal, pour ses travaux sur des principes actifs
provenant d’huiles essentielles et facilitant de facon naturelle les traitements
antibiotiques (124). Ce chercheur a également développé des compléments alimentaires

a base de plantes pour remplacer I’usage d’antibiotiques dans les élevages (124).

L’utilisation de bactéries prédatrices obligatoires d’autres bactéries ou 1’approche
par cannibalisme bactérien. Certaines bactéries comme les Bdellovibrio et les
organismes apparentés (BALO), ont besoin de bactéries Gram- pour compléter leur
cycle cellulaire (125). Ces bactéries sont ubiquitaires et joueraient un role dans

I’équilibre des eaux, notamment des lacs (125). Cependant, la majorité des BALO ne
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sont aujourd’hui pas cultivables, les études sur cette approche devraient étre multipliées
pour mieux comprendre les interactions complexes entre prédateurs et proies et ainsi

trouver des applications concrétes en médecine ou dans d’autres domaines (125).

L’utilisation de virus prédateurs naturels des bactéries, appelés bactériophages.
Cette technique, existant depuis une centaine d’années et utilisée par des pays d’Europe
de I’Est, semble étre un candidat de choix pour devenir une alternative ou un traitement
complémentaire fiable a 1’antibiothérapie (126). Nous observons un attrait particulier
ces derniéres années pour les sociétés de biotechnologies spécialisées dans la
phagothérapie. On dénombre plus d’une vingtaine d’études cliniques dans le monde en

cours de recrutement pour tester des phages dans différents types d’infections.

L’utilisation de lysines pouvant traiter les infections liées aux bactéries Gram+ en
détruisant leur paroi. Ces enzymes, dérivées des bactériophages, peuvent étre utilisées
comme alternatives ou comme compléments aux antibiotiques car elles réduiraient la
charge bactérienne et fragiliseraient les biofilms (114). Appelées « enzybiotiques » par
contraction du mot enzyme et antibiotiques, on en dénombrait une vingtaine en 2012
faisant I’objet de prés de soixante-dix essais cliniques dans le monde (127) . Un exemple
récent publi¢ dans Nature est celui d’une lysine chimérique montrant des résultats
prometteurs in vitro et in vivo contre S. aureus dans sa forme planctonique ou en biofilm

(128).

Les thérapies géniques a vecteurs bactériens ou viraux ciblant le génome des
bactéries. Apres avoir déterminé les génes de virulence ou de résistance d’une bactérie,
il serait possible de cibler spécifiquement le génome pour les inactiver et tuer la bactérie
(129), (130). Un exemple francais est celui d’Eligo Bioscience développant des
« eligobiotiques », vecteurs viraux (bactériophages) contenant une nucléase qui ciblent
spécifiquement des génes bactériens (129). Cette piste thérapeutique pourrait étre une
alternative ou un complément envisageable dans la lutte contre les maladies

infectieuses.

Nous allons nous intéresser dans la seconde partie a ’alternative thérapeutique apportée par ces

virus prédateurs, les bactériophages pour mieux comprendre la technique, les applications, les

challenges et la place que pourraient avoir ces biotechnologies dans 1’arsenal thérapeutique

pour lutter efficacement contre les maladies infectieuses.
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La phagothérapie

Histoire de la phagothérapie, technologie et domaines d’application

1.1. Histoire de la phagothérapie

La découverte du premier virus a la fin du 19°™¢ si¢cle est attribuée a deux hommes :
Dmitri Ivanovski, biologiste et botaniste russe et Martinus Willem Beijerinck, microbiologiste
et botaniste hollandais (131). D. Ivanovski démontra qu’une feuille de tabac malade restait
infectieuse malgré sa filtration par une bougie de Chamberland. Cet outil, congu par Charles
Chamberland lors d’une épidémie de fiévre typhoide en 1884, est un filtre de porcelaine poreuse
utilisé pour retenir les microorganismes présents dans I’eau (132). D. Ivanovski a conclu que
I’infection était provoquée par une toxine ou une bactérie de trés petite taille non retenue par le
filtre (131). Ce fut seulement en 1898 que M. W. Beijerinck montra que cet agent pathogéne
responsable de la mosaique du tabac était un virus, ses propriétés de solubilité étant différentes
de celles des bactéries (131). A la méme époque, Ernest Hanbury Hankin, bactériologiste
anglais, observa que 1’eau prélevée dans le Gange et la Jumna en Inde avait un effet bactéricide
sur I’agent pathogéne du choléra (53). Il décrivit une « substance » non filtrée par la bougie de
Chamberland et qui pouvait étre détruite par ébullition (53). Egalement en 1898, Nikolay
Gameleya, médecin microbiologiste russe, mit en évidence un phénomeéne de lyse du bacille du
Charbon attribuable selon lui a des « ferments » (53). Aucun des scientifiques de 1’époque
n’approfondit les études sur ce phénomene mais ces découvertes montrérent qu’il existait de

nouveaux agents infectieux dont la taille était inférieure a celle des bactéries...

La découverte des bactériophages est liée a deux chercheurs: Frederick Twort,
bactériologiste anglais et Félix d’Hérelle, biologiste frangais (53). En 1915, F. Twort publia
dans The Lancet ses observations de zones vitreuses (« glassy areas ») dans ses cultures, signe
d’un phénomene de destruction bactérienne. Il décrivit un agent « invisible » traversant le filtre
de Chamberland qui pourrait étre selon lui un virus (« ultra-microscopic virus ») produisant un
« ferment », qu’il appela « diastase » (53), (133). Cependant, il ne poursuivit pas ses études sur
le sujet et n’en fit aucune application médicale (53). F. d’Hérelle, a la méme période mais de
fagon indépendante, observa également la destruction de bactéries dans ses cultures par des
agents qu’il qualifia d’abord de « microbes invisibles ». Contrairement a F. Twort, il

approfondit ses recherches, a I’Institut Pasteur a Paris, ce qui lui permit d’isoler ce qu’il appela
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des « bactériophages », du grec ancien bakterion (petit baton) et phagos (mangeur). Ses études
porterent sur 1’action des phages contre des bactéries du genre Shigella, Salmonella ou encore
E. coli (53), (134), (135). F. d’Hérelle fut le premier a utiliser ces virus comme thérapie, en
1919 pour traiter des enfants atteints de dysenterie sévere causée par Shigella (134). Par la suite,
il développa d’autres traitements curatifs, en utilisation topique ou par voie orale, contre les
agents pathogenes responsables d’infections cutanées et digestives (134). Il est considéré
comme I’inventeur des phages « prét-a-I’emploi », car il développa a 1’époque cinq spécialités
de cocktails de phages, qu’il appela « Bacté-intesti-phage », « Bacté-pyo-phage », « Bacté-coli-
phage », « Bacté-rhino-phage » et « Bacteé-staphy-phage », en fonction du type d’infection
concernée (134). Il les produisit a I’Institut Eliava en Géorgie, cofondé en 1923 avec son éléve
George Eliava (134), (135) mais aussi dans son laboratoire (Le Laboratoire du Bactériophage)
par 'intermédiaire des laboratoires francais Robert & Carriere qui les commercialisérent dans

les années 1930 (53).

Mais dés 1921, ses travaux de recherche avaient été largement diffusés dans le monde
(53). On dénombrait plusieurs essais cliniques sur de multiples infections ainsi que des théses
de médecine sur le sujet dans divers pays (53). F. d’Hérelle insistait auprés des scientifiques
car il avait compris a I’époque qu’il fallait utiliser des phages hautement virulents envers les
bactéries pour ne pas « courir a I’échec » (53). En effet, les premiers essais effectués a I’étranger
n’avaient pas été concluants jusqu’a ce qu’il décrive des protocoles pour isoler et purifier les
bactériophages afin de les rendre efficaces (53). En Europe, plusieurs sociétés ont commencé a
développer et a commercialiser des produits a base de phages pour traiter diverses infections
(53). On peut citer la société allemande Antipol avec I’Enterofagos® ou suisse Saphal avec la
Coliphagine®, I’Instestiphagine®, la Pyophagine® et la Staphagine® disponibles sous
différentes formes d’administration (53), (136), (137).

A la fin des années 1920, soutenu par ’université de Yale, F. d’Hérelle s’est rendu aux
Etats-Unis pour y développer sa thérapie et a publié un article en 1931 dans le rapport annuel
de I’Académie de Médecine de New-York qui vantait les mérites de 1’utilisation des
bactériophages pour lutter contre les infections (134).

Dans les années qui ont suivi, la communauté scientifique américaine n’étaient toujours
pas complétement convaincue par cette thérapie : on la trouvait peu stable et de mauvaise
qualité car on n’arrivait pas toujours a détecter des bactériophages actifs dans les préparations

(134). Certains ont donc jugé cette thérapie inefficace alors méme que des laboratoires
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pharmaceutiques américains comme Eli Lilly, E.R. Squibb et Abbott produisaient et
commercialisaient déja largement des cocktails de phages au cours des années 1930-1940 (134).

En plus des doutes dus a la qualité des produits, la théorie méme des phages a longtemps
¢été controversée car elle semblait aller a I’encontre de la théorie de I’immunité soutenue par
Jules Bordet, immunologiste et Directeur de 1’Institut Pasteur en Belgique (53). Ce dernier avait
en effet recu le prix Nobel de physiologie ou de médecine en 1919 pour ses travaux sur les
anticorps et le complément (138). On comprend que la phagothérapie tentant d’expliquer le
phénomene d’immunité et de guérison par un « virus invisible », ait pu étre per¢ue comme
incompatible avec la théorie des anticorps largement admise a 1’époque (53). F. d’Hérelle n’a
cess¢ de défendre sa théorie, tout en dénongant, comme ses homologues, la qualité des produits
commercialisés par les laboratoires pharmaceutiques qui ne respectaient pas des conditions
essentielles pour obtenir des bactériophages « bien préparés » et donc efficaces (53). Il
expliquait qu’il s’agissait d’une thérapeutique du « tout ou rien », ou les phages pas assez
virulents n’auraient aucune action sur les bactéries et qu’il fallait impérativement sélectionner
des phages hautement virulents (53). En France a la méme époque, André Raiga-Clémenceau,
¢leve de F. d’Hérelle, étudiait les infections osseuses et articulaires, et rapportait que la
phagothérapie était complexe a utiliser et ne semblait pas efficace dans certaines conditions

cliniques (134).

D’autres observaient cependant leur efficacité remarquable lorsque les phages étaient
utilisés de facon personnalisée sur les patients. Un exemple datant de 1932 est celui d’un acteur
américain atteint d’une péritonite grave qui ne pouvait pas étre traitée et produisait des abces
(134). Son médecin, R.N. Smith, fit appel alors au microbiologiste Edwin William Schultz,
spécialisé dans la phagothérapie, pour produire des phages ciblant sélectivement les bactéries
de son patient apres lui avoir envoyé un prélévement du site d’infection (134). Ces derniers
furent directement injectés dans son abdomen et cela le sauva d’une mort certaine. (134) Face
a ce succes thérapeutique, R.N. Smith utilisa cette thérapie personnalisée avec des phages sur
différents patients atteints d’infections similaires (134). Cette pratique de sélection de phages

« sur-mesure » représentait sans nul doute les premiers pas du futur « phagogramme ».

On comprend néanmoins que les résultats thérapeutiques de la phagothérapie aient été
finalement controversés... Face aux polémiques, I’Agence du Médicament américaine de
I’époque a méme demandé a des scientifiques d’analyser les travaux publiés (53). Découlant

de ces recherches, deux articles furent alors publiés dans le journal prestigieux JAMA en 1934
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et en 1941 appuyant la thése selon laquelle ’efficacité des phages n’était pas forcément
démontrée et allant jusqu’a dire qu’ils pouvaient méme s’avérer dangereux en favorisant
I’apparition de facteurs de virulence chez les bactéries (139), (140). En réalité, la nature virale
des bactériophages n’était toujours pas démontrée a cette époque et les scientifiques penchaient

alors pour la théorie d’une réaction chimique (53).

Cen’est qu’a partir de 1939 que la biologie des bactériophages a été mieux appréhendée
grace aux travaux de Max Delbriick, biophysicien allemand et d’Emory L. Ellis, biochimiste
américain. Par la suite, leur collaboration avec Salvador Luria, microbiologiste italo-américain
et Alfred D. Hershey, microbiologiste et généticien américain, a fait 1’objet de nombreuses
études sur les bactériophages permettant de poser les bases de la biologie moléculaire!! (135).
Ce n’est qu’en 1941, que le premier bactériophage fut observé et photographié¢ au microscope
électronique par 1’ingénieur et chercheur allemand Helmut Ruska qui avait inventé cet appareil
en 1933 (53), (135), (141). On a démontr¢ alors que ces « microbes invisibles » étaient en réalité
des virus d’une taille de I’ordre du nanomeétre (134). Quelques décennies plus tard, les travaux
de M. Delbriick, A. Hershey et S. Luria furent récompensés par I’attribution du prix Nobel de
physiologie ou médecine pour leur découverte du « mécanisme de réplication et la structure
génétique des virus » (142). Par la suite, de nombreux chercheurs ont continué¢ a développer la

biologie moléculaire en s’appuyant sur les différentes découvertes sur les bactériophages (135).

Apres la Seconde Guerre mondiale, la diffusion massive de la Pénicilline et des autres
antibiotiques a freiné de fagon importante la phagothérapie (53), (134). L’antibiothérapie était
indéniablement plus simple d’utilisation car stable chimiquement et a large spectre d’activité
sur la majorité des bactéries, ce qui a rendu ces médicaments particuliérement efficaces contre
de nombreuses maladies infectieuses (134). Cela a permis de les produire rapidement et en tres

grande quantité... Ainsi la phagothérapie controversée fut progressivement abandonnée.

On note néanmoins que certains médecins frangais convaincus par cette thérapie,
résistérent et continuerent a 1’utiliser jusque dans les années 1990 (134). A Lyon, ils se servaient
de banques de bactériophages sélectionnés par phagogramme qu’ils « entrainaient » pour les
rendre plus efficaces en améliorant leur virulence envers les bactéries ciblées et en leur

permettant de se multiplier plus facilement (134). Plusieurs patients furent traités par cette

!« La biologie moléculaire est une discipline consacrée a 1’étude des molécules porteuses du message
héréditaire (ADN, ARN), de leur structure, synthése, altérations (mutations). » (266)
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thérapie, on en dénombre 65 en 1976, traités pour des infections causées par P. aeruginosa, S.
aureus ou une entérobactérie (134). Malheureusement, la banque de phages créée et hébergée
a I’Institut Pasteur a Lyon fut perdue a la suite de la fermeture du centre pour cause de difficultés
financieres dans les années 1990 (134), (143). On peut donc dire qu’aprés 1’arrivée des
antibiotiques, la phagothérapie ne sera utilisée seulement que de fagon sporadique en France et

dans les pays du bloc occidental.

En revanche, dans le bloc de I’Est, la thérapie phagique a continué a se développer
jusqu’a étre considérée comme un traitement traditionnel en Géorgie, en Pologne et en URSS,
désormais Russie. Pendant la Seconde Guerre mondiale, les troupes russes auraient eu
largement acces aux bactériophages en particulier lors de la bataille de Stalingrad (134), (144).
Durant la guerre froide, les échanges scientifiques entre les pays occidentaux et les pays
d’Europe de I’Est ont été restreints, ce qui a obligé les soviétiques, n’ayant pas acces facilement
aux antibiotiques, a effectuer des recherches et a développer la phagothérapie pour lutter contre
les maladies infectieuses (53), (134). La Géorgie et la Russie furent d’ailleurs les principaux

pays producteurs de phages pour traiter des patients occidentaux [Figure 15].
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Figure 15 : Cocktails de phages produits par des pays d’Europe de I’Est. A : Produits russes

provenant de la société Microgen / B : Produits géorgiens provenant de I’Institut Eliava.
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1.2. Technologie

Les bactériophages, appelés également phages, sont des virus parasitaires obligatoires
des bactéries (53), (141). En effet, ils ont besoin d’une bactérie pour se reproduire, celle-ci est
alors appelée bactérie-hote. Ils sont spécifiques d’une espéce bactérienne et peuvent s’attaquer
a plusieurs souches d’une méme espece. Les phages font partie des microorganismes les plus
abondants sur Terre (103° 4 1032), on les retrouve dans tous les milieux ou les bactéries sont
présentes, soit dans tous les biotopes (141), (145) [Tableau 5]. IIs participent a 1’équilibre des
¢cosystemes en inhibant le développement exponentiel des bactéries (141), (145). On estime
que 50% de la mortalité des bactéries dans certains environnements serait due a des phages

(53), (126), (141).

Tableau 5 : Principaux lieux ou des phages ont été mis en évidence, adapté de (145)

Sol
Eaux douces, Océans,

Nature .
Environnements extrémes (glace, bancs d’algues, zones
hypersalines...)
Hopitaux, établissements de santé

Lieux « artificiels » = Stations de traitement des eaux usées

Autres lieux créés par ’Homme

Tube digestif

R Vagin

Etres-vivants ) S
Voies respiratoires et buccales

Peau, épithélium des muqueuses

Les eaux usées des hdpitaux constitueraient un réservoir tres intéressant de phages ciblant

spécifiquement des bactéries résistantes et multirésistantes aux antibiotiques (145).

On distingue deux grands types de phages (53), (126), (135), (141) [Figure 16]:
o Les phages dits « lytiques » ou « virulents » : ils se reproduisent a I’intérieur d’une
bactérie-hdte par réplication pour ensuite faire éclater la cellule bactérienne et ainsi
libérer de nouveaux phages. Ce cycle de reproduction est appelé « cycle lytique » et

seulement ce type de bactériophages est utilis¢ dans la phagothérapie.

70



o Les phages dits « lysogénes » ou « tempérés » : ils ont la capacité d’intégrer leur
génome dans le chromosome bactérien et ainsi apporter de nouvelles propriétés a la
bactérie, pour améliorer sa virulence ou son adaptation a 1’environnement. On appelle
ce phénomene « transduction», les genes viraux « prophages» et le cycle
« lysogénique » ou « lysogene ». En se multipliant, la bactérie transmet alors les génes
viraux a sa descendance. Ces derniers peuvent également rester quiescents dans le
cytoplasme de la bactérie sans s’intégrer au chromosome. Les prophages peuvent par la
suite « se réveiller » sous I'influence de certains stimuli (lumi¢re UV, autres...) et
entamer un cycle lytique pour se reproduire. Ces phages ne sont pas utilisés a des fins

thérapeutiques mais sont utiles en biologie moléculaire comme vecteurs de genes.

Lors de la préparation d’une thérapie par les phages, on doit s’assurer de la non-présence
de phages lysogenes car ces derniers pourraient transmettre des génes nocifs pour le patient
(126). A I’'image des bactéries, les phages pourraient également communiquer entre eux via le
quorum sensing, signalant alors la meilleure voie & prendre pour effectuer son cycle de

reproduction (146).

Un autre type de phages a ¢été découvert en 1985, il s’agit des phages filamenteux
(Leviviridae) (147). Ces derniers vont avoir un comportement parasitaire sans donner la mort
de la bactérie qu’ils occupent. Lors de la reconnaissance de la bactérie par le phage, les éléments
protéiques de la capside s’insérent dans la membrane cytoplasmique bactérienne par un
mécanisme encore peu connu (147). Le matériel génétique viral est introduit dans le cytoplasme
et sa réplication permet la synthése de protéines structurales s’insérant également dans la
membrane de I’hdte (147). De nouveaux phages sont créés et sécrétés dans le milieu extérieur
selon un processus continu. Ce phénoméne de présentation phagique est appelé « phage
display » (53), (147). On I'utilise dans les laboratoires pour présenter des peptides aléatoires a

la surface des bactériophages (53), (135), (147).

Lorsqu’on parle de « cocktail de phages », il s’agit d’une association de plusieurs phages
virulents. Comme mentionné précédemment, les phages ont pour caractéristique d’avoir une
spécificité d’hote étroite. Par exemple, un phage ciblant E. coli ne ciblera pas S. aureus et il est
¢galement possible qu’il ne cible pas forcément toutes les souches d’E. coli (148). L’approche
par cocktail de phages peut donc permettre d’¢largir le spectre d’activité par addition de

différents phages (148). Cette approche est également intéressante pour limiter le phénomene
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de résistance des bactéries aux phages!'? : on associe alors plusieurs phages ciblant la méme

bactérie mais avec des affinités de récepteurs différentes.

Figure 16 : Les deux principaux cycles de reproduction des bactériophages (126)
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bactérien ADN du

phage A

Phages 2 sur
E. coli

Cycle
Cycle l)1ique/_)\ lysogénique

ADN A intégré dans le chromosome bactérien

G

Division bactérienne

Leur classification s’appuie sur leur morphologie, visible au microscope électronique,
mais également sur la nature de I’acide nucléique (ADN ou ARN, simple ou double brin) et
leur spectre d’héte (149). Plus de 95% des bactériophages appartiennent a [’ordre des
Caudovirales, c’est-a-dire les familles Myoviridae, les Podoviridae et les Siphoviridae (53).
Les phages lytiques utilisés en thérapeutique appartiennent essentiellement a ces familles.

Aujourd’hui on dénombre une vingtaine de familles différentes mais la liste est loin
d’étre exhaustive car seulement quelques milliers de phages ont été mis en évidence et classifiés

(53), (149), (150), [Figure 17].

12 Ce point sera développé en 3.1.
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Figure 17 : Morphologie des principaux groupes de bactériophages adapté de (151)
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Un des phages les plus étudié est le phage virulent T4 faisant partie de la famille de
Myoviridae et ciblant spécifiquement E. coli [Figure 18]. Il est composé (53) :
- D’une téte (environ 80nm) formée d’une capside contenant le matériel génétique.
- D’une queue ou « appareil caudal » (environ 100 nm) formé d’un collier, d’un tube
central creux, d’une gaine contractile et d’un plateau (ou plaque terminale) terminé de
crochets et portant des fibres caudales. Cet appareil caudal permet d’injecter I’ADN

viral dans la bactérie.

Capside

Matériel
génétique

Gaine
contractile

Fibre
caudale

(U

Plaque
terminale

E. coli

Figure 18 : Gauche : Schéma d’un bactériophage T4 ciblant E. coli — Droite : Phage observé au

microscope électronique (152)
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Un autre phage souvent étudi¢ est le phage tempéré A (lambda) ciblant également E.
coli et faisant partie de la famille des Siphoviridae. 11 est utilisé principalement en biologie

moléculaire.
Le génome d’un phage tempéré est répliqué en méme temps que le génome de la
bactérie-hdte. Son cycle de reproduction s’effectue donc au rythme de celui de la bactérie soit

environ une fois par heure (53).

Etapes du cycle de reproduction des bactériophages lytiques

Les phages virulents ont quant a eux une réplication indépendante de celle de leur hote
(53). Leur cycle de reproduction dure en moyenne entre 20 et 30 min a 37°C et produit une ou
plusieurs dizaines voire centaines de phages'® (53), (141). Leur cycle de reproduction est par
conséquent plus efficace que celui des bactéries ce qui laisse peu de chance de survie a une

population bactérienne attaquée par un phage (53).

Plusieurs étapes composent ce cycle lytique (53), (126), (135) :

1. L’arrimage : avec I’aide des fibres caudales, le phage reconnait la bactérie et s’y fixe.
Le spectre d’hote est défini par cette interaction spécifique. La fixation se fait entre les
protéines de liaison du récepteur du phage (Receptor Binding Protein) et les récepteurs
bactériens qui différent en fonction du type de bactérie. Les récepteurs initiaux chez les
bactéries Gram- sont des LPS exprimés sur la membrane externe alors que chez les
bactéries Gram+, il s’agit d’acides téichoiques présents sur la paroi. La fixation
compléte et irréversible du bactériophage a I’hdte par le phénoméne d’adsorption'#, fait
appel a d’autres récepteurs ou molécules comme des récepteurs aux sidérophores ou des
vitamines.

2. L’adsorption entraine une cascade d’événements dont la perforation de la membrane
cytoplasmique et la contraction de la gaine.

3. L’ADN viral est alors libéré dans le cytoplasme de la bactérie.

4. Une nucléase synthétisée via le génome phagique fragmente le chromosome bactérien

pour le rendre inefficace. La bactérie ne répond alors plus qu’aux ordres de I’ADN viral

13 Cette donnée est appelée le « burst-size », ¢’est-a-dire le nombre de virus produits pour chaque cellule infectée
14 L’adsorption est le phénomeéne par lequel le phage se fixe sur la bactérie en utilisant des récepteurs
spécifiques.
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en le transcrivant et le traduisant pour produire des protéines enzymatiques et
structurelles nécessaires a la formation de nouveaux phages.

5. Les différents composants doivent ensuite maturer et s’assembler pour créer des
bactériophages identiques a celui a 1’origine de I’infection de I’hdte. Cette étape se
produit de fagon spontanée et régulée.

6. D’autres enzymes, les endolysines, sont alors produites pour détruire la membrane et
faire éclater la bactérie en libérant les nouveaux phages préts a refaire un cycle sur les

bactéries voisines.

Etude de la sensibilité d’une bactérie aux bactériophages

A I’'image de I’utilisation d’un antibiogramme, pour tester la sensibilité¢ d’une bactérie
a un phage on utilise un bactériophagogramme ou phagogramme. Pour cela, on isole la
bactérie responsable de I’infection et on 1’étale sur une gélose dans une boite de pétri pour
ensuite introduire une goutte de chaque suspension de phages provenant d’une phagotheque
(collection de phages) (53). Apres la période d’incubation de 18 a 24h, si des « trous » dans le
tapis bactérien sont observables, cela démontre que le phage a bien tué la bactérie [Figure 19]

(53).

Figure 19 : Boites de pétri avec plages de lyse (trous) - A : Concentration élevée de phages — B :

Concentration moins élevée de phages (53)

Pour tracer ’origine d’une infection, on utilise la lysotypie (de 1’anglais « phage
typing »). Cette technique permet de différencier des souches bactériennes d’une méme espece
en fonction de leur sensibilit¢ a certains bactériophages (153). Cela permet par exemple
d’identifier une source infectieuse dans un hopital et en stopper le développement. Pour cela,
on compare les caractéres phénotypiques et génétiques des souches d’une espéce bactérienne
(53). Dans certains laboratoires spécialisés, on utilise la technique du ribotypage qui est un test

génétique, plus long et plus coliteux, utilisant la PCR pour analyser I’ADN bactérien (53).
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1.3. Domaines d’application potentiels

L’abondance et la diversité des phages dans la nature ainsi que leur étroite spécificité

constituent une ressource facile a exploiter qui pourrait étre utile dans divers domaines (154).

Depuis leur découverte, ils ont été¢ largement étudiés et utilisés comme outils dans les
laboratoires de biologie moléculaire et notamment dans les recherches sur les processus
génétiques et I’ARN messager (53). On les utilise régulierement comme vecteurs de clonage
pour insérer de I’ADN dans les bactéries en particulier le phage tempéré A et le phage
filamenteux M13 infectant tous deux E. coli (53). Ils s’avérent étre des outils intéressants dans
le domaine médical notamment diagnostique et thérapeutique lors de I’administration ciblée de
médicaments ou encore pour tester I’imperméabilité des préservatifs aux virus (53), (155).

Une des applications potentielles, découlant de la recherche en biologie moléculaire,
pourrait étre dans la vaccination. Les vaccins sous-unitaires représentent une alternative plus
slire que les vaccins entiers mais ne sont pas assez immunogénes'®, ce qui nécessite 1’ajout
d’adjuvants. Le phage T4 semble étre un outil intéressant comme plateforme pour développer
des vaccins a nanoparticules de type viral (VLP) en se montrant hautement immunogéne (156).
L’approche serait d’assembler les antigénes en nanoparticules de type viral qui seraient
présentées en épitopes sur la capside du T4 stimulant alors plus efficacement le systéme
immunitaire sans avoir besoin d’adjuvants (156), (157). En effet, la capside du T4 contient deux
protéines externes, Soc et Hoc, qui pourraient permettre de disposer d’un réseau a haute densité
d’épitopes antigéniques sous la forme de peptides, de domaines, de protéines complétes ou
méme de complexes (156). Une étude preuve de concept (« proof-of-concept ») publié¢e en 2021
portant sur les vaccins antigrippaux de nouvelle génération, a d’ailleurs montré que la
plateforme de VLP du bactériophage T4 pouvait étre trés efficace en stimulant des réponses

immunitaires humorales et cellulaires (157).

Leur utilisation en tant qu’agents antibactériens est celle que je développerai plus
amplement dans ce sujet de thése. Pour rappel, les phages les plus appropriés pour une action
bactéricide sont les phages virulents car leur cycle de reproduction est uniquement lytique
contrairement aux phages tempérés qui ont principalement un cycle de reproduction

lysogénique qui devient lytique seulement sous certaines conditions.

15 Immunogéne : se dit d’une substance ayant le pouvoir de provoquer une réponse du systéme immunitaire.
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Les domaines d’application sont nombreux, cela peut étre en médecine humaine, en

médecine vétérinaire, dans I’agriculture ou encore dans 1’industrie agroalimentaire.
9

1.3.1. Médecine humaine

Face au phénomene d’antibiorésistance, la phagothérapie représente une alternative
thérapeutique prometteuse grace aux caractéristiques des phages virulents qui leur permettent
d’¢liminer les bactéries pathogenes et d’avoir également une action sur les biofilms. Ces phages
lytiques ont en effet :

- une spécificité élevée aux récepteurs des bactéries

- une action bactéricide en détruisant leur hote

- un temps de reproduction relativement court aboutissant a la libération de nombreux
phages aux mémes propriétés

- une capacité a co-évoluer avec leur hdte en s’adaptant rapidement aux possibles mutants
résistants. D’une facon générale, les virus ont des taux de mutation plus élevés que les

bactéries.

On estime que pour chaque bactérie, un phage spécifique est existant, ce qui implique
qu’ils auraient la capacité de traiter tous types d’infections bactériennes. Les produits phagiques
commercialisés a I’époque ainsi que les études sur le sujet portent sur des infections courantes

comme les (53), (148) :

infections gastro-intestinales,

- infections respiratoires,

- infections ostéo-articulaires dont celles liées aux prothéses articulaires,

- infections urinaires et génitales,

- infections cutanées (brilures infectées, folliculites, ulcéres...) dont celles touchant les
patients diabétiques

- ou encore les infections ORL ou des infections diverses comme les péricardites, les

méningites ou les péritonites.
Les bactéries les plus étudiées pour des applications cliniques de phages ces dernicres années,

sont celles ou des taux élevés de résistance sont observés, c’est-a-dire : E. coli, S. aureus, P.

aeruginosa ou encore A. baumannii et M. tuberculosis (53).
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Des ¢études ont également montré I’action bénéfique des phages sur les biofilms. Ce
phénomene est un probléme courant chez les patients ainsi que sur les dispositifs médicaux
infectés car les antibiotiques actuels et les désinfectants classiques ont des difficultés a les
¢liminer. En effet, les bactériophages produiraient des enzymes spécifiques capables de les
pénétrer et d’hydrolyser les polysaccharides les composant (148), (158). Cependant, leurs
probabilités de succes dépendraient de 1’age du biofilm, car lors la phase de maturation de celui-
ci, la matrice deviendrait moins favorable a la diffusion des phages, limitant ainsi 1’utilisation
de la phagothérapie dans les cas d’infections chroniques ou les biofilms sont bien installés

(158).

Les phages testés dans les études ou utilisés dans les pays autorisant la phagothérapie
peuvent étre administrés par pratiquement toutes les voies d’administration, ¢’est-a-dire par
voie locale (cutanée ou inhalée), orale, intraveineuse, sous-cutanée, intramusculaire ou encore
intra rectale (159).

Dans la majorité des cas, on administre d’abord un cocktail de phages puis selon le taux
de résistance de la bactérie, il est possible de personnaliser le traitement en administrant qu’un
seul type de phage, qu’on peut appeler « autophage » (160). En effet, un seul type de phages
peut s’avérer tres efficace contre une colonie bactérienne grace a leur grande spécificité, mais
les cocktails de phages semblent €tre une stratégie plus rationnelle pour éviter le phénomene de
résistance aux phages!®, qui sera abordé par la suite, mais également pour élargir le spectre

d’action du traitement, tout en étant actif sur les biofilms (161).

On comprend que deux stratégies thérapeutiques sont alors possibles :

e Soit I’approche « sur-mesure » c’est-a-dire personnalisée en administrant les phages les
plus actifs sur la bactérie concernée. Il s’agit alors soit des meilleurs candidats d’une
phagothéque, soit du « phagobiote »!7 du patient, soit des phages trouvés dans
I’environnement (161). Cette approche peut étre privilégiée dans les infections chroniques.

e Soit ’approche « prét-a-porter » qui est alors un cocktail de phages préétabli ciblant les
bactéries les plus couramment représentées dans les infections (161). L’objectif est
d’obtenir un spectre d’activité large, on peut favoriser cette approche en traitement de

dernier recours lorsque ’infection est aigiie et que le temps d’analyse est long (161).

16 Voir 3.3. Perspectives
17 Ensemble des phages présents naturellement dans 1’organisme
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Pour que la phagothérapie soit plus efficace, il est possible d’entrainer des phages in
vitro en les rendant plus virulents envers la bactérie ciblée (53). Pour cela, on met en contact
un nombre important de phages et de bactéries pathogénes d’une méme souche, puis on effectue
des passages en série pour induire une « pression de sélection » (53). C’est-a-dire que lorsque
ces bactéries sont lysées, on expose de nouveau les mémes phages a des bactéries de la méme

souche bactérienne (53).

On peut estimer que la phagothérapie pourrait aussi étre utilisée en association avec
I’antibiothérapie pour améliorer les chances de guérison d’un patient. Cette synergie a été
mise en évidence dans plusieurs études et notamment a de faibles concentrations d’antibiotiques
(162), (163). Les effets rapportés en fonction des combinaisons testées seraient la diminution
de la densité bactérienne, 1’élimination des biofilms, la diminution de la croissance bactérienne
ou encore la prévention de souches résistantes (163). Cette approche serait prometteuse et
positionnerait la phagothérapie non plus comme alternative mais comme complément a

I’antibiothérapie.

Les phages pourraient également étre utilisés en prévention d’infections, c’est ce qu’on
appelle la « phagoprophylaxie » (53). Diverses applications pourraient en découler :

- Elimination du portage intestinal induit par C. difficile. Le portage est une
« colonisation par des bactéries pathogenes qui se retrouvent de facon plus ou moins
transitoire dans les flores commensales » (53). Cette bactérie, entrainant des diarrhées,
se développe généralement a la suite d’un traitement antibiotique qui a créé une
dysbiose intestinale (164). Elle pose des problémes dans les hopitaux ou les maisons de
retraite car elle est contagieuse et certains patients en sont porteurs sains (53).

- Elimination de S. aureus dans le nez du personnel soignant et des patients en
chirurgie. Cette bactérie opportuniste est couramment a I’origine d’infections ostéo-
articulaires apres chirurgie. On peut penser qu’une ¢limination de son portage pourrait
prévenir de ce type d’infections (53).

- Décontamination des surfaces notamment dans les établissements de soins ou sur
des dispositifs médicaux. Les phages pourraient étre utiles pour désinfecter et

empécher toute prolifération bactérienne qui peut étre sous la forme de biofilms (165).
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Enfin, on note que certaines sociétés américaines commercialisent déja des produits
cosmétiques a base de phages pour lutter contre I’acné ou restaurer le microbiome cutané!'®,

Je ferai le point dans une seconde sous-partie sur les différentes études menées au 21°™ siécle
sur la phagothérapie en médecine humaine et ainsi que sur les différentes sociétés de

biotechnologies lancées dans la lutte contre les maladies infectieuses.

1.3.2. Médecine vétérinaire, industrie alimentaire et agriculture

La santé¢ des animaux dans les élevages est primordiale pour assurer leurs bonnes
conditions de vie et la consommation finale de leur viande ou de leur produit (lait). Les
infections bactériennes sont courantes dans les élevages intensifs et le traitement se fait par
antibiothérapie. Face aux problématiques de D’antibiorésistance, les reéglementations ont
commencé a étre plus strictes quant a son utilisation massive et les éleveurs pourraient se
tourner vers la phagothérapie comme alternative naturelle (161). Cependant, leur mode
d’administration semblerait plus complexe que pour les humains et les recherches sur le sujet
doivent se poursuivre (161). La phagothérapie a déja été étudiée dans les élevages de volailles
et de porcs et pourrait également étre intéressante dans les infections du bétail notamment pour
la mammite, infection touchant la mamelle des vaches (53). En France, la société Vétophage!®,
s’est spécialisée dans la santé animale en proposant des solutions pour lutter contre des bactéries

résistantes aux antibiotiques en particulier S. aureus (166).

Dans I’aquaculture, domaine lié¢ aux activités de production de produits alimentaires
en milieu aquatique, on utilise réguli¢rement des antibiotiques dans les bassins pour traiter les
maladies des poissons et crustacés. Ces infections sont principalement causées par des bactéries
du genre Aeromonas, Edwardsiella, Flavobacterium, Pseudomonas, Yersinia, Streptococcus
ou autres vibrios (167). Le phénoméne d’antibiorésistance et la contamination directe de
I’environnement, font que [’usage des antibiotiques devrait diminuer dans ce type d’¢levage.

L’utilisation des bactériophages dans ce domaine semble bien avancée et pourrait
devenir une alternative thérapeutique plus largement autorisée notamment dans les pays
nordiques ou les saumons et les truites subissent réguliérement des infections (161). Une société
norvégienne, ACD Pharma, a d’ailleurs commercialisé en 2019, un produit a base de phages

nommé CUSTUS®-YRS ciblant Yersinia ruckeri a I’origine de pathologies chez le saumon

18 Voir sous partie 2.2. sur les différents acteurs utlisant des phages
19 Une présentation de la société est faite dans le 2.2.
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(161), (168). Les limites soulevées quant a leur utilisation sont que les bassins d’aquaculture
représentent des zones privilégiées de développement de microorganismes, ce qui induit que le
milieu doit étre trés régulierement controlé, le choix des bactériophages précis et adapté si
besoin (167). Pour cela, on pourrait utiliser des méthodes génomiques sur les phages et détecter
si des résistances apparaissent, tout en contrdlant la stabilité et la pureté de I’eau des bassins

(167).

Dans I’agroalimentaire, les phages pourraient étre des outils intéressants pour
maintenir la sécurité des aliments en réduisant les contaminations bactériennes (161). Les
bactéries pathogénes menacantes dans ces industries sont principalement : E. coli, Salmonella
enterica, Shigella spp, Campylobacter jejuni ou encore Listeria monocytogenes (169). Dans ce
domaine particulier, des cocktails de phages sont déja autorisés aux Etats-Unis, au Canada, en
Nouvelle-Z¢élande et en Europe?’ dans le cadre d’aliments considérés a risque dans les processus
de production et de conditionnement (161). En Europe, ils seraient autorisés en supplément des
Bonnes Pratiques de Fabrication mais ne permettraient pas d’allonger la durée de vie des
denrées alimentaires, d’aprés un rapport d’expertise effectué en France (170). On peut nommer
a titre d’exemples les produits ListShield™ de la société Intralytix et PhageGuard Listex

P100™ de la société Micreos Food Safety, tous deux contre la listeriose (161), (171).

Dans le domaine de 1’agriculture, la phagothérapie est envisagée depuis longtemps
pour traiter les plantes, car elle permettrait de réduire 1’utilisation d’antibiotiques comme la
streptomycine et de métaux lourds comme le sulfate de cuivre, faisant diminuer la
contamination des sols et des eaux par ces produits (53), (161). Plusieurs essais ont déja été
menés dans ce domaine, notamment contre les pathogeénes Xanthomonas spp, Erwinia
amylovora, Streptomyces scabies ou Ralstonia solanacearum. Plusieurs entreprises proposent
déja des cocktails de phages, notamment OmniLytics (faisant désormais partie de Phagelux),
qui commercialise depuis 2005 1’Agriphage® ciblant Xanthomonas spp et Pseudomonas
syringae a 1’origine de maladies dans les plants de tomates et de poivrons (161), (172). Ce
produit est autorisé dans les cultures conventionnelles et biologiques (161), (172). De plus, cette
méme société commercialise depuis 2019, un autre cocktail de phages ciblant cette fois-ci
Erwinia amylovora a I’origine d’une maladie appelée « feu bactérien » chez les arbres fruitiers

(173). On note également qu’un projet appelé « PhageFire » financé en grande partie par

20 A noter que leur statut réglementaire dans I’UE n’est pas bien déterminé.
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I’Union Européenne a vu le jour en 2020 et a pour objectif de développer une solution basée

sur les phages pour lutter contre cette méme bactérie (174), (175).

Dans ces différents domaines, ’utilisation des phages semble en pleine expansion bien
qu’elle reste complexe car soumise aux paramétres des différents environnements, comme les

radiations UV extérieures, le pH de certains sols, qui peuvent limiter I’activité des phages (161).

1.3.3. Autres : contamination fécale des eaux, stations épurations

La contamination des eaux par des bactéries, en particulier E. coli et les entérocoques,
constitue un risque pour la santé humaine notamment lors de 1’ingestion d’aliments contaminés
(176). Les bactériophages sont déja reconnus comme un outil utile pour détecter la
contamination fécale des eaux d’origine humaine ou animale (norme ISO 10705-1) (177). La
présence de phages spécifiques d’un germe du tube digestif est un indicateur aujourd’hui utilisé

pour déterminer 1’origine d’une contamination (178).

Une application récente a été¢ mise en place pour la détection du SARS-CoV-2 dans les
eaux usées et les boues (179). Des bactériophages spécifiques ont été utilisés comme indicateurs

de la dynamique du virus de la COVID-19 dans ces milieux (179).

Enfin, les phages pourraient étre utilisés pour le traitement des eaux usées dans les
usines d’épuration notamment pour le contréle de I’environnement bactérien en réduisant la
concurrence entre les bactéries nuisibles et les bactéries fonctionnellement importantes (180).
Des recherches sont cependant nécessaires sur le sujet pour mieux comprendre les mécanismes

d’interactions entre les différents microorganismes (180).
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La phagothérapie aujourd’hui

2.1. La phagothérapie en médecine humaine de nos jours

A ce jour, aucun pays occidental ne s’est encore positionné clairement au niveau du
cadre réglementaire de la phagothérapie, ni n’a délivré une autorisation de mise sur le marché
d’une préparation bactériophagique en médecine humaine. Dans I’UE, le seul moyen pour un
patient d’en bénéficier se situe dans le cadre soit d’un essai clinique, soit d’un traitement
compassionnel’! trés encadré et disponible seulement dans quelques centres hospitaliers
comme les Hospices Civils de Lyon (HCL) notamment via le projet « PHAGEinLYON » (181)
en France ou a I’Hopital Militaire de la Reine Astrid (HMRA) en Belgique. Aux Etats-Unis, la
FDA autorise également cette thérapie uniquement dans le cadre d’un « compassionate use
program » notamment au sein du « Center for Innovative Phages Applications and
Therapeutics » (IPATH) créé en 2018 et situé en Californie (182) mais également dans le cadre

d’essais cliniques grace aux « emergency Investigational New Drug » (eIND).

La différence majeure entre les pays occidentaux et les pays d’Europe de I’Est, est que
cette thérapie a toujours été autorisée dans ces pays et est méme considérée comme un
traitement traditionnel permettant aux médecins d’en prescrire librement et aux cliniques d’y
avoir recours pour traiter les maladies infectieuses.

La difficulté d’accés a cette thérapie a accéléré le tourisme médical notamment en
Géorgie. Chaque année des centaines de patients partent de leur pays pour se faire traiter par
phagothérapie dans des cliniques géorgiennes et notamment a I’Institut Eliava toujours en
activité. La société Se Soigner en Géorgie fondée par Alain Lavit et sa femme géorgienne,
ceuvre pour permettre a des patients atteints d’infections a bactéries multirésistantes, de
bénéficier d’un traitement par les phages. Les services proposés visent a faciliter les démarches
avec les cliniques locales et I’accueil des patients ne parlant pas le géorgien ni le russe. La prise
en charge du patient se veut compléte que ce soit avant, pendant ou apres le séjour :

1. Cela débute par une prise de contact avec la société, par un patient qui en a entendu
parler. Il explique sa situation et transmet son dossier médical. S’il est estimé que son
infection pourrait étre éligible a un traitement par phagothérapie, le dossier médical est

récupéré a destination des médecins géorgiens.

2 Voir 2.3. pour une explication plus détaillée des traitements compassionnels
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2. La traduction du dossier est effectuée par la société puis est transmise aux médecins
géorgiens pour avoir leur avis médical et savoir si une phagothérapie est envisageable.

3. La traduction des réponses du médecin est envoyée au patient qui prendra la décision
de se rendre en Géorgie si I’avis médical est favorable et si son état de santé le permet.

4. Alain Lavit organise ensuite le séjour en fonction des disponibilités de chacun et
propose un devis au patient. Ce devis comprend :

- Le forfait « médical » de la clinique (de 2900 a 3900 euros environ) : c’est-a-dire les
cotts liés aux analyses, au traitement phagique et au suivi pendant deux ans apres leur
visite.

- Les frais liés a ’accompagnement du patient pendant son sé¢jour (environ 2300 euros
pour trois semaines) : c’est-a-dire les traductions, les frais de vie sur place,
I’hébergement, la mise a disposition d’un téléphone local, les transports entre I’aéroport
et le logement et également la mise a disposition d’un interpréte médical pour
communiquer avec les médecins.

- Au total les devis classiques seront établis entre 5500 et 6500 euros lorsqu’il n’y a pas
d’hospitalisation ni de chirurgie prévues. Si le patient rencontre des difficultés
financiéres, des associations existent pour les aider a lever des fonds, et notamment
Phages Sans Frontiéres.?

5. Le patient signe le contrat s’il décide d’effectuer le séjour.

6. A la date prévue, il est pris en charge des son arrivée en Géorgie depuis 1’aéroport. Les
dix premiers jours sont destinés a I’analyse (prélevement, mise en culture,
phagogramme), a des consultations avec les médecins puis le traitement dure environ
une quinzaine de jours avec un suivi de 1’évolution des symptomes et un ajustement du
traitement si nécessaire.

7. Apres son retour de Géorgie, le traitement se poursuit généralement durant quelques
semaines et la société peut I’aider dans ses démarches de suivi : avec traductions de ses
éventuelles questions a I’intention des médecins et/ou si des ajustements du traitement

sont nécessaires.

Les infections de ces patients traités en Géorgie sont principalement celles causées par S.
aureus, E. coli et P. aeruginosa, ¢’est-a-dire les infections pulmonaires, urinaires, intestinales

ou encore ostéo-articulaires mais également les folliculites ou les gingivites chroniques. Les

22 Association & but non lucratif qui sera détaillée dans la sous-partie 3. de cette thése.
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taux de réussite sont considérés comme élevés (supérieurs 80% en moyenne?®) dans ces
différentes infections mais aucun chiffre officiel n’est disponible... Plusieurs expériences tres
positives de patients sont relatées mais les instituts géorgiens ne communiquent pas
publiquement et ne fournissent pas non plus de résultats d’études cliniques menées
rigoureusement. Ces instituts n'ont pourtant jamais stoppé la phagothérapie depuis sa
découverte, ont développé une banque de phages trés importante?* et une expertise indéniable
dans ce domaine. Ils ne semblent pourtant pas mettre a profit ces connaissances pour rayonner
en dehors de leurs frontiéres puisqu’ils ne respectent pas les normes imposées par I’UE, méme
si on observe des améliorations dans le contrdle qualité pour répondre de plus en plus aux

normes occidentales.

En effet dans I’UE, les sociétés produisant des phages sont contraintes de respecter les
Bonnes Pratiques de Fabrication?® (BPF) mais également d’effectuer entre autres des essais
cliniques a la méthodologie rigoureuse pour espérer obtenir une AMM, ce qui freine pour
I’instant 1’acces a cette thérapie. Une AMM permettrait ainsi de prescrire et de traiter par les
phages de facon courante comme cela se fait en Géorgie.

En France, depuis 2006, la société francaise Pherecydes Pharma tente de produire des
phages en répondant aux normes imposées par I’'UE. Cette société est aussi a 1’origine du
premier essai clinique de phase 1/2 prospectif, multicentrique (France, Suisse, Belgique),
randomisé, en simple aveugle, initi¢ en 2013 pour évaluer la phagothérapie. Cet essai appelé
PHAGOBURN, soutenu par I’Armée et financé en grande partie par la Commission
Européenne, avait pour objectif de tester un cocktail de phages contre P. aeruginosa et E. coli
chez les grands briilés. L étude s’est terminée en 2017 et les résultats publiés deux ans plus tard
n'étaient pas concluants : la diminution de la charge bactérienne n’était significativement pas
différente entre les deux groupes (groupe phages versus groupe controle traité par
I’antibactérien habituel la sulfadiazine argentique) et la stabilité du cocktail de phages déclinait
dans le temps. Mais, I’étude a tout de méme réussi a démontrer la faisabilité de cette thérapie
en validant la méthode de production de phages purifiés (étude preuve de concept). Cette étude
a favorisé I’autorisation de ’ANSM d’utiliser des bactériophages de fagon compassionnelle

contre P. aeruginosa et S. aureus. Les patients francais peuvent depuis bénéficier d’un

23 Selon les estimations fournies : 95% de succés pour les folliculites, 85% pour les infections ostéo-articulaires,
80% pour les infections urinaires, et 65% pour les prostatites. Ces chiffres sont donnés a titre indicatif et sont a
manier avec précaution car ils ne sont pas officiels et ne reposent sur aucune étude clinique.

24 L’institut Eliava revendique plus de 6000 phages dans sa phagothéque

25 Voir 2.3. pour une explication plus détaillée des BPF

85



traitement par les phages au cas par cas, pouvant provenir de la société Pherecydes Pharma ou
d’autres banques de phages disponibles notamment a 1’Hopital Militaire de la Reine Astrid
(HMRA) belge. A la date d’avril 2022, cinquante patients ont pu bénéficier des phages de la
société francaise, le dernier recensé étant un patient suédois traité a 1’hopital d’Uppsala (183).

La moitié des patients a été traité pour une infection ostéoarticulaire sur prothese (183).

Concernant les banques de phages disponibles dans le monde, nous avons des
estimations concernant celle du Centre Eliava qui revendique plus de 6000 phages et de celle
constituée a la demande du gouvernement de la Corée du Sud (Bacteriophage Bank of Korea)
qui en revendique plus de 3000 différents (184). En effet, les sociétés privées ne communiquent
pas sur leur phagothéque méme si on peut estimer que chacune en développe une pour pouvoir
¢largir son champ d’action sur les bactéries et renforcer son expertise. De méme, les centres de
recherches sur les phages comme celui de ’THMRA en Belgique, I’Institute of Immunology and
Experimental Therapy en Pologne, ou I'IPATH aux Etats-Unis disposent également de leur

propre banque de phages.

A propos des essais cliniques en cours dans le monde testant des phages (naturels ou
modifiés) : 21 sont officiellement en cours de recrutement de patients ou vont bientdt I’étre
(« recruiting » or « not yet recruiting ») d’apres clinicaltrials.gov (185) [Tableau 6]. On observe
que la majorité des études a lieu aux Etats-Unis et est en phase 1/2 de développement. On note
que I’étude « PhagoDAIR » de phase 1/2 multicentrique (France, Espagne) de Pherecydes
Pharma, va étre initiée pour tester un cocktail de phages contre S. aureus dans les infections
ostéo-articulaires (186). Cependant, celle-ci ne semble pas encore répertoriée dans

clinicaltrials.gov et ne figure par conséquent pas dans ce tableau.

Tableau 6 — Liste des essais cliniques dans le monde testant des bactériophages. en cours

de recrutement de patients ou prévus prochainement, d’aprés (185)

N Type étude, Sponsors /
ST padiSaes Phase clinique Pays Collaborateurs
Infections respiratoires Armata Pharmaceuticals,
NCT04596319 En cours a P.aeruginosa, Phase 1/2 Etats-Unis  Multicentrique (16 centres) Cystic Fibrosis
mucoviscidose Foundation
Ulceére du pied
diabétique, infections a .
NCT04803708 En cours S. aureus, P. Phase 1/2 Israél Hadassah'Medlcal Center, Technophage,
. Jérusalem VectorB2B
aeruginosa, A.
baumanii
NCT05272566 En cours Transfert-fecall de Observationnelle  Danemark Rigshospitalet, Rigshospitalet,
phages (microbiote) Copenhague Copenhague
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NCT05277350

NCT03808103

NCT04287478

NCT04325685

NCT04684641

NCT04724603

NCT05177107

NCTO05184764

NCT02664740

NCT04650607

NCT05010577

NCT05240300

NCT05269121

NCT05269134

NCT05272579

NCT04323475

NCT04815798

NCT05182749

En cours

En cours

En cours

En cours

En cours

En cours

En cours

En cours

Prévu

Prévu

Prévu

Prévu

Prévu

Prévu

Prévu

Prévu

Prévu

Prévu

Infections a E. coli,

o Phase 1
septicemies
Maladie de Crohn Phase 1/2
Infections urinaires Phase 1/2
Multiples infections . NC mas
interventionnelle
Mucoviscidose Phase 1/2
Infections ostéo- . .
articulaires, prothése Reétrospective
Osteo_my,el_lte, pied Phase 2
diabétique
Bactériémies, S. Phase 1/2
aureus
Ulceére du pied
diabétique (S. aureus) Phase 1/2
Infections osteo- Observationnelle
articulaires, prothése
Mucoviscidose,
infections chroniques a Phase 1/2
P. aeruginosa
Dermatite atopique Phase 1/2
I.nfect.lons osteo‘- Phase 1/2
articulaires, prothése
Infect.lons _osteo- Phase 2/3
articulaires
Transfert fécal de
phages (entérocolite Phase 1
nécrosante)
Infections des plaies
(. au.reus, P Phase 1
aeruginosa, K.
pneumoniae)
Ulcere de pression
(escarre) (S aureus, P. Phase 1/2
aeruginosa, K.
pneumoniae)
Shigellose Phase 1/2

NC = information Non Communiquée

Etats-Unis

Etats-Unis

Etats-Unis

Russie

Etats-Unis

France

Etats-Unis

Etats-Unis

France

France

Etats-Unis

Etats-Unis

Etats-Unis

Etats-Unis

Danemark

Etats-Unis

Etats-Unis

Etats-Unis

Medspace Clinical
Pharmacology, Ohio

The Mount Sinai Hospital,

New York

Multicentrique (4 en

Floride, 1 au Michigan, 1 a

New-York, 2 au Texas)

Budgetary Healthcare

Institution of Arkhangelsk,

Russie

Yale New Haven Hospital

(¢tude CYPHY)

Hospices Civils de Lyon
(Etude PHASACO-retro)

Martin Foot and Ankle
(Pennsylvanie), Futuro
Clinical Trials (Texas)

Wake Forest University
Health Sciences, North
Carolina

Multicentrique : Bordeaux,

Le Grau du Roi (Nimes),

Nantes, Paris (Pitié-Salpetricre

et Lariboisiére), Toulouse,
Tourcoing, Valenton,
Villeneuve-Saint-Georges

Hospices Civils de Lyon

NC

NC

NC

NC

Rigshospitalet,
Copenhague

Royal Brisbane and
Women's Hospital
(Australie)

Mayo Clinic (Rochester,

Minnesota)

University of Maryland
(Baltimore)

SNIPR Biome,
Biomedical Advanced
Research &
Development Autorhoty,
Wellcome Trust

Intralytix, Mount Sinai
Hospital

Adaptive Phage

Therapeutics, US
Department of Defense

Northern State Medical
University

Yale University

Hospices Civils de Lyon

Adaptive Phage
Therapeutics

Armata Pharmaceuticals,
US Department of
Defense

Pherecydes Pharma,
Centre Hospitalier de
Nimes

Hospices Civils de Lyon

BiomX

BiomX, Maruho

Adaptive Phage
Therapeutics

Adaptive Phage
Therapeutics

Rigshospitalet,
Copenhague

Phagelux

Phagelux

Intralytix, University of
Maryland
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2.2. Marché de la phagothérapie

2.2.1. Les différents acteurs de la phagothérapie dans le monde

On dénombre plusieurs acteurs dans la phagothérapie dans le monde utilisant des phages
naturels ou génétiquement modifiés?® [Tableaux 7 et 8]. Ils sont pour la plupart des petites et
moyennes entreprises, parfois spin-off?’ d’universités voire des startups récemment créées.
On n’observe pas de grands laboratoires pharmaceutiques impliqués pleinement dans cette
thérapie méme si certains ont déja signé des partenariats avec des sociétés de biotechnologie
américaines spécialisées dans les phages?®. Dans le domaine de I’agriculture et de 1’aquaculture,
plusieurs entreprises commercialisent déja des produits phagiques notamment aux Etats-Unis,
au Canada, en Norveége ou en Asie du Sud-Est. Dans le domaine de la médecine humaine, la
quasi-totalité¢ des sociétés en est encore au stade de R&D avec certaines en stades cliniques
avancés notamment aux Etats-Unis. Cependant, on note que certaines sociétés établies en
Europe de I’Est ou en Russie commercialisent déja au niveau local des produits a base de phages
dans les pharmacies pour traiter des infections courantes mais également sur internet ce qui est
en théorie non autorisé pour une livraison dans I’'UE. En effet, un site internet rédigé en frangais
a vu le jour récemment et propose des préparations bactériophagiques sous différentes formes
avec des prix variant de 49 euros a 330 euros en promotion et avec la possibilité d’obtenir des

« bactériophages personnalisés » pour pres de 3000 euros (187).

Une estimation chiffrée du marché que pourrait représenter la phagothérapie ferait
I’objet d’un autre sujet de recherche et serait trés difficile & mener de facon globale car les
domaines d’application et les infections concernées sont trés entendus. De plus, les sociétés et
instituts déja bien implantés ne communiquent pas de chiffres sur leurs activités qui sont pour
eux presque exclusivement locales. On peut imaginer que le marché est important compte tenu
du nombre de bactéries antibiorésistantes qui ne cesse de croitre, ainsi que du nombre de déces
directement liés et associés a ce phénomene. A la médecine humaine, s’ajoutent les applications
en médecine animale que ce soit au niveau des €élevages ou des cabinets vétérinaires ou encore

dans le domaine de I’agroalimentaire et de I’agriculture.

26 Les phages génétiquement modifiés ou « engineered-phages » sont des phages « optimisés » pour tuer les
bactéries. Ils seront détaillés dans le 3.3. de cette these.

27 Une spin-off est une entreprise créée a partir des connaissances et technologies issues de la recherche
académique.

28 Voir la sous-partie 3 pour le détail de ces partenariats
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Concernant le prix que pourrait avoir une telle thérapie, on pourrait I’estimer équivalent
au prix d’une antibiothérapie en prenant en compte les coits additionnels liés a 1’échec des
antibiotiques. Dans la médecine vétérinaire ou dans 1’aquaculture, payer un prix équivalent
pourrait inciter les éleveurs a diminuer leur consommation d’antibiotiques que ce soit dans un
but thérapeutique ou prophylactique, tout en soignant de fagon plus adaptée et naturelle leurs

animaux.

Tableau 7 - Liste des sociétés de biotechnologie spécialisées dans les phages en santé

humaine

Principales infections /
bactéries ciblées ou
Indications

Année Phages Phages

Sociétés , . Domaines g
création naturels modifiés

Ulcére du pied diabétique,

Adaptive Phage Etats-Unis 2016 Medeqme X Infections ostéo-articulaires,
Therapeutics humaine urinaires, ophtalmiques,
mucoviscidose
Armata o .
Pharmaceuticals ) Médecine Mucoviscidose, Pneumonies,
R Etats-Unis 1989 . X X Bactériémies, Infections ostéo-
(AmphiPhi Biosciences humaine articulaires
x C3J Therapeutics)
Aziya s Médecine L .
Ouzbékistan 2014 . X Multiple infections
Immunopreparat humaine
Biochimpharm Géorgie 1999 ede(%lne X Multiples infections
humaine
, Mucoviscidose, Dermatite
BiomX Israél / Etats— 2015 Medeqme X X atopique, Cholgnglte /
Unis humaine Inflammation intestins, Cancer
colorectal
Bohemia République Médecine Stafal® (S.aureus) dans
Ph tical Tehe 2016 h . X plusieurs indications, sinon
armaceuticals cheque umaine recherches sur les lysines
Ellis Day Skin Etats-Unis 2017 Mede(%lne X Affections de la peau
Science humaine
Eliava L . . . .
. . Géorgie 2008  Tous domaines X Multiples infections
Biopreparations
Eligo Biosciences France 2014 edeqlne X Microbiome
humaine
Fagoterapia LAB Italie 2021 Medeqme X Multip 1?’ mfecflons (non
humaine divulguées)
Felix Biotechnology Etats-Unis 2019 ede(%me X Mucoviscidose (P.aeruginosa)
humaine
. . . Meédecine humaine (peau :
Fixed Phage Royaume-Uni 2010  Tous domaines X

carePHIX®, mediPHIX®),
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Locus Biosciences

Microgen

NeoPharmi
MicroMir

Oxford Silk Phage
Technologies

PBD Biotech

PhagePro

PhagoMed Biopharma

Pherecydes Pharma

Phylabiotics

Sarum Biosciences

SciPhage

Technophage

Veira-Souz

Vésale Bioscience

Etats-Unis

Russie

Corée du Sud

Russie

Royaume-Uni

Royaume-Uni
Etats-Unis

Autriche

France

Etats-Unis

Royaume-Uni

Colombie

Portugal

Russie

Belgique

2015

2002

2008

2011

2020

2016

2016

2017

2006

2014

2003

2014

2005

2007

1997

Médecine
humaine

Médecine
humaine
Médecine
humaine

Tous domaines

Médecine
humaine

Tous domaines

Médecine
humaine

Médecine
humaine

Médecine
humaine

Médecine
humaine
Médecine
humaine
Agroalimentaire,
agriculture,
Médecine
humaine

Médecine
humaine

Médecine
humaine

Médecine
humaine

Infections urinaires (E.coli),
infections a Clostridium
difficile, infections
respiratoires (P. aeruginosa) et
des entérobactéries
Multiples infections, Produits
commercialisés

Peau : régénération des tissus

Multiples infections, 7
produits commercialisés

Dispositifs médicaux pour
plaies et implants a base de
phages et de soie

Outil diagnostic pour
Mycobactéries

Choléra

Infections ostéo-articulaires (S.
aureus), Lysines

Infections ostéo-articulaires
(S.aureus), Ulcere pied
diabétique (S. aureus),

Infections urinaires (E.coli),

Infections respiratoires (P.

aeruginosa)

Peau (Acné)

Clostridium difficile, Peau
(Acné)

Peau (Acné)

Ulcere chronique, Infections
respiratoires, urinaires

Infections cutanées, Cocktails
de phages commercialisés sous
forme de sprays

Outil diagnostic rapide
(Inteliphage®), Multiples
infections (S. aureus,
K.pneumoniae, E. coli, P.
aeruginosa)
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Tableau 8 - Liste des sociétés de biotechnologies spécialisées dans les phages dans les

domaines de ’agroalimentaire, I’agriculture et en médecine vétérinaire

Sociétés

Pays

Année
création

Domaines

Sous-domaines / Principales infections /
bactéries ciblées

ACD Pharmaceuticals Norvege

APS Biocontrol Royaume-Uni

Aquatic Biologicals Greéce

Arm & Hammer Etats-Unis

Bactolytix France
Bioline Agrosciences France
(InVivo)
Cytophage
Technologies™ Canada
Eliava Biopreparations Géorgie
Evolution .
Biotechnologies Royaume-Uni
Fixed Phage Royaume-Uni
InnoPhage Portugal
Intralytix Etats-Unis

Intron Life Sciences

. .. I
Private Limited nde
MicroMir Russie
Nextbiotics* Etats-Unis

Omnilytics (rachetée , )
par Phagelux en 2015) Etats-Unis
Royaume-Uni
(Corée du
Sud)

Pathway intermediates

2011

2004

2019

1973

2017

1979

2016

2008

2015

2010

2008

1998

2000

2011

2017

2002

2001

Agroalimentaire,
agriculture

Agroalimentaire,
agriculture

Agroalimentaire,
agriculture

Agroalimentaire,
agriculture

Agroalimentaire,
agriculture
Agriculture

Meédecine
vétérinaire
Tous domaines

Médecine
vétérinaire

Tous domaines

Agroalimentaire,
agriculture

Agroalimentaire,
agriculture

Médecine
vétérinaire
Tous domaines
Médecine

vétérinaire

Agroalimentaire,
agriculture

Médecine
vétérinaire

Aquaculture

Pommes de terre

Aquaculture

Volaille (Salmonella), Bétail (E.coli)

Infections des plantes, contamination
alimentaire (Salmonella, Listeria, E.coli),
cosmétologie

Différents phytopathogenes ciblés a visée
prophylactique et curative

Volailles (Clostridium, Salmonella, E. coli),
Porcs, Bétail, Aquaculture

Multiples infections

P. aeruginosa pour les animaux de
compagnie

Meédecine vétérinaire (aquaPHIX®,
farmPHIX®, petPHIX®), agriculture
(agriPHIX®, freshPHIX®), contamination
alimentaire (safePHIX®)

Ne semble plus en activité

Contamination alimentaire (ListShield®,
SalmoFresh®, ShigaShield®, EcoShield®,
SalmoLyse®, ListPhage®), agriculture
(Ecolicide®)

Volailles, Bétail, Aquaculture (crevettes,
poissons)

Multiples infections, 7 produits
commercialisés

Multiples infections, applications possibles
en médecine humaine mentionnées

AgriPhage® (Feu bactérien, autres),
Contamination alimentaire (E.coli, Listeria,
Salmonella), Solutions antibactériennes pour
locaux des hopitaux

Volailles, Porcs (ProBe-Bac®)
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PBD Biotech Royaume-Uni
. Pays-Bas
Micreos (PhageGuard) (Suisse)
Phagelab (Phage .
Technologies) Chili
Phagelux Chine
Phagos France
Proteon Poloene
Pharmaceuticals £
SciPhage Colombie
Syntbiolab Canada
UniFAHS Thailande
Vetophage France

*Utilisation de phages génétiquement modifiés

2016

2005

2010

2013

2021

2005

2014

2014

2020

2017

Tous domaines

Agroalimentaire

Meédecine
vétérinaire,
agroalimentaire

Meédecine
vétérinaire,
Agroalimentaire,
agriculture

Médecine
vétérinaire
Agroalimentaire,
agriculture
Agroalimentaire,
agriculture,

Médecine humaine

Meédecine
vétérinaire
Agroalimentaire,
agriculture

Médecine
vétérinaire

Outil diagnostic pour Mycobactéries

Contamination alimentaire (Listeria,
Salmonella, E. coli)

Bétail (E. coli, Salmonella), Volaille
(Salmonella), Porcs (E. coli), Aquaculture

Aquaculture, élevages (porcs, volailles,
bétail), Animaux de compagnie, Agriculture
(tomates, citronniers, kiwi...),
Contaminations alimentaires (Sa/monella,
E.coli, Listeria, Campylobacter...)

Aquaculture et élevages (Vibrios, E.coli)

Volailles, Aquaculture (P. aeruginosa,
Aeromonas)

Volailles, Aquaculture (truites - Weissella)

Bétail
Volailles (Salmonella, E. coli), Aquaculture
(crevettes - Vibrio, Listeria)

Mammite bovine (S. aureus), Aquaculture
(Vibrio)

2.2.2. Point sur les prestataires spécialisés dans les bactériophages

Au fil de mes recherches j’ai pu observer que certains prestataires s’étaient spécialisés

dans la recherche, la fabrication, le développement ou I’analyse de phages [Tableau 9]. La liste

de ce tableau est loin d’étre exhaustive mais donnera une idée de quelques noms de sociétés

mettant en avant leur expertise dans les bactériophages.

92



Tableau 9 - Liste non-exhaustive de prestataires (CDMO, CMO, CRO?%) travaillant sur

les phages

Sociétés Pays Année création
BB Phage Consultancy Etats-Unis 2019
BioMaje France 2020
Catalent Biologics Etats-Unis 2007
Clean Cells France 2000
Deerland Etats-Unis 1990
Ecolyse Etats-Unis 2018
IHMA Etats-Unis 1992
Jafral Slovénie 2011
MB Pharma République Tcheéque 1998
Myriade LAB France 2017
PhageAl Pologne 2021
Pbiotec Autriche 2019
Pharmex Group Ukraine 2010
Rime Bioinformatics France 2021
Tentamus Allemagne 2011
VectorB2B Portugal 2019

2.2.3. Point sur les sociétés utilisant les phages pour en produire des dérivés

Enfin, certaines sociétés de biotechnologies utilisent les phages comme outils pour
développer d’autres types de traitements [Tableau 10]. Certains les utilise pour leurs enzymes,
les lysines capables de détruire la paroi des bactéries, d’autres comme vecteurs en biologie
moléculaire ou dans le développement de vaccins avec la technique du « phage display »

détaillé précédemment.

2 CDMO / CMO : Contract (Drug) Manufacturing Organization (fabricant et/ou développeur contractuel de
medicaments)
CRO : Contract Research Organization (laboratoire de recherche contractuel)
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Tableau 10 - Liste non-exhaustive de sociétés de biotechnologie utilisant des phages

comme base pour développer des produits dérivés

Sociétés Pays A’n nee Domaines Dérivés de phages
creation
ContraFect Etats-Unis 2008 Médecine humaine Lysines
Dérivé de phages : Staphage
Delmont Laboratories Etats-Unis 1952 Meédecine vétérinaire Lysate® pour pyodermite
canine

GBPL (Gangagen puis  Inde (Etats-Unis

Bactoclear Holdings) puis Singapour) 2000 Médecine humaine Lysines
Immunology Laboratories . . g . . .
(ImmLab) Etats-Unis 1998 Médecine humaine Phage display (vaccins)
iNtRON Biotechnology Corée du Sud 1999 Meédecine humaine Lysines
o . . Médecine vétérinaire, . o
Lysando (Artilysin) Liechtenstein 2009 Médecine humaine Lysines (Artilysin®)
LyseNTech Corée du Sud 2019 Agroa!lmentalre, Lysines
agriculture
Micreos (Gladskin) Pay;—Bas 2005 Médecine humaine Lysines (peau)
(Suisse)
Sensei Biotherapeutics Etats-Unis 1999 Meédecine humaine Deérivé de phages :
ImmunoPhage® (cancers)
Telum Therapeutics Espagne 2019 Meédecine humaine Lysines
Theraphage Canada 2018 Médecine humaine Phage display (vaccins)
Antibody D§s1gn Etats-Unis 2011 Médecine humaine Phage display, Phages comme
Laboratories vecteurs
Nemesis Bioscience Royaume-Uni 2014 Meédecine humaine Phages comme vecteurs

2.2.4. Point sur les sociétés de biotechnologies francaises impliquées dans la phagothérapie

En France, trois principales sociétés de biotechnologies sont spécialisées dans la lutte
contre les maladies infectieuses en utilisant des phages naturels : Pherecydes Pharma (188)
dans le domaine de la médecine humaine, Vetophage (189) et Phagos (190) dans le domaine
de la médecine vétérinaire et de 1’aquaculture.

Dans le cadre de cette thése, j’ai eu ’opportunité d’échanger avec Christophe Chatain,
Responsable commercial de Vetophage et Adele James, co-fondatrice de Phagos. Entre octobre
2021 et avril 2022, j’ai effectué un stage au sein de Portzamparc, société de courtage faisant
partie du groupe BNP Paribas, en Equity Research, ce qui m’a permis de travailler sur 1’entrée

en bourse de Pherecydes Pharma et d’assister a plusieurs échanges avec la société. Les
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informations publiées ici sont issues uniquement de données publiques en particulier
concernant Pherecydes Pharma, et ont fait I’objet pour Vetophage et Phagos d’une relecture

avant publication.

Q PHERECYDES Pherecydes Pharma a ¢ét¢ fondée en 2006 et compte

MM PHARMA aujourd’hui plus d’une vingtaine d’employés. Le Président

de son directoire est Guy-Charles Fanneau de la Horie. Cette société est cotée en bourse sur
Euronext Growth® a Paris depuis février 2021 et compte parmi ses actionnaires historiques
plusieurs fonds de Private Equity ou de Venture Capital comme ACE Management, Elaia, Go
Capital ou Omnes Capital. Elle a déja recu le soutien financier de la Commission Européenne,
de Nantes Métropole, du ministére de ’Armée et de BPI France notamment dans le cadre
d’essais cliniques. Son centre de R&D est basé a Romainville en Seine-Saint-Denis et son site
de développement et de contrdle qualité a Nantes.

Pherecydes Pharma s’est spécialisée dans la sant¢ humaine pour développer et
commercialiser des traitements a base de phages naturels contre les infections causées par des
bactéries résistantes, a savoir P. aeruginosa, S. aureus et E.coli. Les principales infections
faisant I’objet de recherches ou d’essais cliniques par la société a ce jour sont les infections
ostéo-articulaires, 1’ulcére du pied diabétique, les infections urinaires en particulier celles
associées a un cathéter et la pyélonéphrite, ainsi que les infections des voies respiratoires a
savoir les pneumonies acquises sous ventilation mécanique et la mucoviscidose. Pour
développer son éventail d’indications, la société a déja annoncé des collaborations de
recherches notamment avec BIOASTER dans les bactériémies et Navarrabiomed dans
I’endocardite infectieuse. Plusieurs brevets ont été accordés pour leurs cocktails de phages dans
différents pays. D’apres le communiqué de presse présentant les résultats financiers de 2021
mais également les perspectives 2022 (186), 50 patients auraient été soignés a ce jour par des
phages de la société dans 9 centres hospitaliers, via les Autorisations d’ Acces Compassionnels
(AAC)*® accordées par ’ANSM. L’objectif de Pherecydes Pharma serait d’obtenir des AMM
apres avoir démontré 1’efficacité de leurs phages dans différents essais cliniques. Le premier
essai clinique robuste lancé fut PHAGOBURN en 2015 mais, comme expliqué précédemment,
celui-ci n’a pas démontré suffisamment les preuves d’efficacité attendues méme s’il a permis
d’obtenir des AAC par la suite. Aujourd’hui, la société a obtenu les autorisations nécessaires a

I’initiation de 1’étude clinique de phase 1/2 PhagoDAIR en France et le premier patient devrait

30 Le cadre et ce type d’autorisations seront développées en sous partie 2.3. Réglementation
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étre trés prochainement recruté. Cette étude pilote sera la premiére utilisant des phages, produits
selon les normes de I’UE, dans le traitement des infections ostéoarticulaires sur prothéses
causées par S. aureus. D’autres autorisations sont attendues pour lancer I’étude en Espagne et
en Belgique. Les premiers résultats devraient étre publiés durant 1’été 2023. Le lancement de
deux autres études sur leurs cocktails de phages devrait avoir lieu en 2022, a ’initiative du CHU
de Bordeaux dans les infections ostéoarticulaires sur prothése (étude PhagOs) et du CHU de
Nimes dans 1’ulcére du pied diabétique (étude PhagoPied). Toutes les deux seront financées par
des programmes publics. D’ici deux ans, la société souhaiterait lancer une étude de phase 1/2
dans les infections urinaires compliquées causées par E. coli (projet PhageECOLI). Pherecydes
Pharma développe également un phagogramme pour tester la sensibilité des bactéries a ses

phages et une premicre certification est attendue mi-2022.

Vetophage a ¢été fondée en 2017 a Lyon par Mai Huong

&
‘@‘ VetcPha ge Chatain-Ly, Docteur en microbiologie. La société

Phages for animal health
comptera d’ici la fin de I’année une dizaine d’employés et

a déja effectué plusieurs levées de fonds via BPI France mais également via des actionnaires
privés qui sont principalement des vétérinaires. Son objectif est de développer des solutions
diagnostiques et thérapeutiques a base de phages naturels dans le domaine de la santé animale
et en aquaculture. Pour cela, I’entreprise dispose déja de deux laboratoires et de sa propre
banque de phages frangais qui serait I’une des plus grandes disponibles sur le marché a ce jour.

Pour améliorer la prise en charge des animaux, Vetophage propose un outil de
diagnostic rapide qui sera commercialisé des octobre 2022. Cet outil sera d’abord déploy¢ pour
les vaches laitieres en cas de mammite. Cette inflammation des glandes mammaires et de la
mamelle toucherait 25 a 40% des vaches laitiéres dans le monde, soit plusieurs dizaines de
millions par an. Dans 90% des cas celle-ci serait d’origine infectieuse et causée par trois
principales bactéries : S. aureus, Streptococcus uberis et E. coli. Face au phénomene croissant
d’antibiorésistance, aux pertes économiques importantes des ¢éleveurs liées aux soins ou a la
perte des animaux, mais également aux problématiques du bien-étre animal, ce kit de détection
permettrait de mieux prendre en charge les infections. Les éleveurs et les vétérinaires
disposeront d’une solution rapide (dizaine de minutes) et peu cotiteuse, directement aupres de
I’animal, pour déterminer la bactérie en cause de l’infection et adapter le traitement.
Aujourd’hui, par manque de solutions adaptées, de temps et parfois d’argent, les éleveurs
donneront en premiére intention un premier antibiotique a large spectre sans déterminer la

bactérie en cause de I’infection, puis en cas d’échec un second antibiotique et si ce dernier
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s’avere inefficace, I’animal sera alors généralement conduit a 1’abattoir. Aprés ce premier
lancement, d’autres kits devraient voir le jour dans d’autres indications.

La société a également développé une expertise dans la composition de cocktails de
phages et sera en mesure de proposer ce traitement alternatif aux antibiotiques dans différents
domaines et pour différents acteurs, que ce soit pour les élevages de bétail, volailles, porcs, ou
d’espéces aquacoles mais également pour les cabinets vétérinaires dés lors qu’ils y seront
autorisés. La société est en pleine croissance, un déménagement est d’ailleurs prévu d’ici la fin
de ’année pour augmenter la surface des laboratoires, des recrutements sont envisagés et des
partenariats importants sont aujourd’hui en cours de discussions et devraient €tre finalisés dans

les prochains mois.

@ phagos

sur les bactéries pathogenes en aquaculture, et Alexandros Pantalis, diplomé d’HEC Paris et

unleash Phagos a ¢été créée en mai 2021 par Adéle James,
bacteriophage
potential

Docteur en microbiologie moléculaire qui a fait sa thése

entrepreneur intéress¢ par la phagothérapie. Ils font partie du programme Entrepreneur First et
sont accompagnés par plusieurs incubateurs et accélérateurs, comme celui d’HEC ou d’Hectar,
mais également GROW Impact Accelerator basé a Singapour. Ils sont actuellement en levée de
fonds en seed et leur site internet est en construction. L’entreprise compte a ce jour quatre
employés en plus des deux fondateurs, ses bureaux sont situés a Station F a Paris et son
laboratoire se situe & Evry dans I’Essonne.

Avec ’aide d’une dizaine de partenaires, Phagos a déja mis en place des études preuve
de concept (« proof-of-concept ») de leurs « cures évolutives et personnalisées » de phages
ciblant des pathogénes majeurs dans le domaine de la santé animale et de I’aquaculture. La
premiére étude effectuée a montré une réduction de pres de 50% de la mortalité des animaux,
ce qui est prometteur pour les éleveurs faisant face a des pertes économiques importantes dans
le secteur concerné et qui recherchent une alternative naturelle pour lutter contre les maladies
infectieuses. Une premicre commercialisation pourrait avoir lieu fin 2022. La société s’active
¢galement a développer une phagothéque pour pouvoir croitre en ciblant d’autres types de

bactéries.

Une quatriéme société frangaise spécialisées dans les phages naturels existe et mérite
d’étre mentionnée, il s’agit de Bactolytix fondée en octobre 2017 & Montpellier par Denis
Costechareyre, docteur en microbiologie spécialisé dans les bactéries phyto-pathogenes et René

Bally, également docteur en microbiologie (191). La société est incubée a Montpellier SupAgro
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(AgroValo Méditerranée) et effectue ses recherches au sein du Laboratoire des Symbioses
Tropicales et Méditerranéennes (LSTM), basé a Montpellier (192). Tres peu d’informations
sont disponibles sur cette entreprise qui ne posséde pas de site internet, mais on sait qu’elle est
spécialisée dans le domaine de 1’agriculture et en particulier dans les infections des plantes
(Xylella fastidiosa entre autres) en se positionnant comme alternative aux pesticides chimiques,
et qu’elle chercherait a se développer dans I’agroalimentaire (Salmonella, Listeria, E.coli) et la
cosmétologie (193), (194). Concernant ses financements, Bactolytix a effectué une premicre
levée de fonds en 2018-2019 aupres d’un acteur agricole et a regu des subventions de la part de
BPI France. En décembre 2021, une nouvelle levée de fonds d’environ un million d’euros est

finalisée pour se développer dans ces nouveaux secteurs (193).
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2.3. Statut réglementaire de la phagothérapie dans I’UE et en France

La réglementation de la phagothérapie est développée ici principalement pour la
médecine humaine, mais un point sera fait a la fin de cette sous-partie pour les autres usages

possibles.

La phagothérapie a figuré dans la Pharmacopée frangaise pendant plusieurs décennies
jusqu’a la fin des années 1970 grace aux produits commercialisés de F. d’Hérelle, comme en
témoigne les archives du Vidal de I’époque [Figure 20]. Les préparations de phages se
présentaient sous la forme d’une boite contenant 30 ampoules de Sml au prix de 12 francs et

était remboursée a 70% par la sécurité sociale (195).
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Figure 20 : Extraits du Vidal datant de 1977 contenant le détail des préparations a base de phages

commercialisées (195).

Aujourd’hui, elle ne figure plus dans la Pharmacopée frangaise ni européenne. On
considere donc qu’elle n’est pas autorisée mais elle n’est pas non plus officiellement interdite.
Son statut réglementaire n’est toujours pas clairement défini, ce qui a des répercussions directes
sur la distribution et la commercialisation de produits phagiques mais également sur la conduite
des essais cliniques. Juridiquement, les produits contenant des bactériophages sont considérés

comme des médicaments (196).
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Cependant, les phages ne semblent pas rentrer dans les mémes cases que les autres
médicaments. Il s’agit en effet d’un traitement que I’on peut qualifier « d’actif » : ils s’auto-
amplifient dans 1’organisme en fonction de la densité bactérienne qui elle-méme évolue en
fonction du nombre de phages (197). Cela implique une différence fondamentale avec les
traitements « passifs » comme les antibiotiques dont la concentration dans I’organisme diminue

avec le temps (197).

L’article L.5111-1 du Code de la Santé Publique (CSP) définit un médicament comme
étant une « substance ou composition présentée comme possédant des propriétés curatives ou
préventives a 1’égard des maladies humaines ou animales, ainsi que toute substance ou
composition pouvant étre utilisées chez ’homme ou chez 1’animal ou pouvant leur étre
administrée, en vue d’établir un diagnostic médical ou de restaurer, corriger ou modifier leurs
fonctions physiologiques en exercant une action pharmacologique, immunologique ou
métabolique. » (198).

L’article L.5111-2 du CSP précise qu’on entend par « spécialité pharmaceutique, tout
médicament préparé a I’avance, présenté sous un conditionnement particulier et caractérisé par

une dénomination spéciale. » (198).

Les bactériophages sont des virus, ils ne sont donc fondamentalement pas considérés
comme des organismes vivants car ils sont incapables de se multiplier eux-mémes sans parasiter
une autre cellule, mais ils proviennent de la nature, ce qui en fait des médicaments biologiques

a I’inverse des médicaments produits de fagon synthétique en laboratoire.

L’article L.5121-1 du CSP indique qu’un médicament biologique ou biomédicament
est « tout médicament dont la substance active est produite a partir d’une source biologique ou
en est extraite et dont la caractérisation et la détermination de la qualité nécessitent une
combinaison d’essais physiques, chimiques et biologiques ainsi que la connaissance de son

procédé de fabrication et de son contrdle. » (198).

La production d’une spécialité pharmaceutique est soumise a des regles précises
définies dans le guide des Bonnes Pratiques de Fabrication (BPF) ou « Good Manufacturing
Practice » (GMP) en anglais. Il s’agit plus exactement des « normes minimales qu’un fabricant
de médicaments doit respecter dans ses processus de production » pour assurer une haute

qualité des produits tout en harmonisant les pratiques dans I’Union Européenne (199). Les
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laboratoires ont des inspections régulieres de la part des autorités sanitaires pour s’assurer de
leur conformité (199). Les BPF font partie des documents nécessaires a la demande d’initiation
d’un essai clinique ou lors d’une d’AMM dans I’UE (199).

Les préparations de phages provenant des pays d’Europe de I’Est ne sont pas produites

selon les BPF ce qui les empéchent d’étre distribuées et commercialisées librement dans I’UE.

Pour qu’un médicament obtienne une AMM, il faut également qu’il ait fait 1’objet
d’essais cliniques rigoureux, ¢’est-a-dire prospectifs, multicentriques, randomisés et en double
aveugle sur un nombre important de patients. Ces régles sont adaptées pour des médicaments
produits industriellement a grande échelle, ce qui est difficilement reproductible dans la
phagothérapie aujourd’hui, qui est personnalisable et ce d’autant plus qu’elle n’est pas
développée par des laboratoires pharmaceutiques. Il est déja difficile de tester des antibactériens
classiques destinés a de courtes durées de traitement’!, la rentabilité de tels essais est I’'un des
principaux freins, d’autant plus que la propriété intellectuelle des phages n’est pas garantie. En
effet, les phages sont des entités provenant de la nature, donc ils ne peuvent théoriquement pas
étre brevetés (200). Cependant, on observe que certaines sociétés arrivent tout de méme a
assurer leur propriété intellectuelle, c’est le cas de Pherecydes Pharma qui comptabilise
plusieurs brevets de cocktails de phages et de leurs variants dans différents pays (201), (202),
(203), (204), (205). En effet, il semble possible de breveter des cocktails de phages lorsqu’ils

sont associés a une bactérie précise ou a une application.

Comme mentionné précédemment, Pherecydes Pharma est aussi la seule société a ce
jour ayant pu réaliser un essai clinique rigoureux pour la production de cocktails de phages
respectant au mieux les BPF (PHAGOBURN lancé en 2015). Bien que les résultats d’efficacité
n’aient pas été suffisamment significatifs, I’étude a tout de méme démontré la faisabilité de
production de tels phages purifiés, ce qui a débloqué leur autorisation a titre compassionnel
dont je reparlerai plus loin dans cette sous-partie. D’autres essais cliniques respectant les
normes de I’'UE sont en cours (PhagoDAIR) ou prévus par la société (186), leurs résultats
pourraient apporter des informations nécessaires aux autorités sanitaires pour permettre in fine

une AMM.

31 Voir dans partie 1, 1.3
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I1 y aurait, en effet, un manque de documentation sur la phagothérapie qui serait I’un

des principaux freins mentionnés pour son développement dans I’UE. Face a I’intérét suscité

ar cette thérapie et a la montée de 1’antibiorésistance, les autorités sanitaires s’y intéressent
9

davantage et se disent ouvertes aux discussions pour apporter un cadre réglementaire adéquat.

Depuis 2015, des colloques ou des comités consultatifs temporaires, provenant des autorités

européennes et frangaises, se sont réunis a plusieurs reprises pour faire le point sur cette thérapie

et proposer un cadre réglementaire plus clair, précis et adapté.

EMA, le 8 juin 2015 (206): Premier colloque sur 1’usage thérapeutique des
bactériophages. Cet atelier a convié des acteurs publics et privés ainsi que des
associations de patients pour échanger sur les différentes solutions possibles pour le
développement de la phagothérapie. L’EMA se dit ouverte a cette thérapie sous réserve
de preuves scientifiques établies. D’un coté les médecins estiment qu’il faudrait
’utiliser en traitement compassionnel de fagon personnalisée sur un individu donné,
d’un autre coté les sociétés privées voudraient lancer des essais cliniques en faisant
valider des cocktails de phages fixes (« fixed phage cocktail ») produits selon les BPF
et obtenir in fine une AMM. Il a été admis lors de ce colloque que « la phagothérapie
s’inscrit dans le cadre réglementaire européen applicable aux médicaments
biologiques » qui impose la délivrance d’une AMM (207). L’EMA rappelle qu’une
AMM implique d’avoir des données sur des essais précliniques et cliniques détaillés

mais également pharmaceutiques.

ANSM, le 24 mars 2016 (208) : Premicre réunion du Comité Scientifique Spécialisé
Temporaire (CSST) sur la phagothérapie. Cet atelier a convié différents médecins
experts sur le sujet, des responsables d’associations de patients notamment pour la
mucoviscidose, les dirigeants de Pherecydes Pharma ainsi que différents membres de
I’agence. L’ objectif de cet atelier était « d’¢laborer une position quant aux situations
cliniques pouvant justifier d’un acces précoce aux bactériophages, et déterminer les
prérequis nécessaires pour une mise a disposition précoce [...] dans le cadre
d’autorisations temporaires d’utilisation ou d’essais clinique ». L’ANSM a noté un
manque de documentation sur les modalités d’utilisation des phages : le dosage, la
durée, le rythme et la voie d’administration. Un consensus a été obtenu a I’issue de cette
réunion sur les critéres « justifiant une situation de besoin, applicables a tous types

d’infections pour un acces précoce aux bactériophages ». Les critéres convenus sont les
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suivants : un pronostic vital engagé ou un pronostic fonctionnel menacé, une
impasse thérapeutique et une infection mono-microbienne. Cette réunion a abouti a
I’encadrement des phages dans le cadre d’un usage compassionnel faisant appel a une
Autorisation Temporaire d’Utilisation (ATU) nominative. La prescription, la
dispensation et I’administration des préparations a base de phages doivent s’effectuer
dans un établissement de santé par un médecin hospitalier via les pharmacies a usage

interne (PUI).

Une ATU nominative (ATUn), aujourd’hui remplacée par une « Autorisation d’Accés

Compassionnel » (AAC) est « une procédure exceptionnelle, dérogatoire, qui permet I’acces a

des médicaments n’ayant pas d’autorisation de mise sur le marché en France et sans lesquels
y

aucune alternative thérapeutique n’est disponible, des lors que le rapport efficacité-sécurité est

présumé favorable pour le patient ». Elle est « délivrée pour un seul patient nommément

désigné, ne pouvant pas participer a une recherche biomédicale, a la demande et sous la

responsabilité du médecin prescripteur » (209), (210).

En 2018, la Belgique a publié la premiere monographie générale sur les phages en les
qualifiant de « active pharmaceutical ingredients ». Ils sont considérés disponibles sous
forme de « solutions physiologiques aqueuses contenant des phages lytiques naturels
[...] qui peuvent contenir un tampon ou sous forme de poudre séchée ou lyophilisée. En
tant que principes actifs de préparations magistrales, ils sont destinés a étre dilués
ou reconstitués et/ou combinés [...] dans une officine de pharmacie hospitalicre,
immédiatement avant utilisation sur la base d’un patient nommé. » Cette monographie
explique de facon détaillée comment utiliser les phages pour les produire, les

administrer, les conserver, les tester, ou encore les étiqueter [Annexe 6]

La méme année en France, un guide pratique sur 1’utilisation des phages a destination
des professionnels de santé voulant les utiliser pour un usage compassionnel a été

publié. Une nouvelle version est disponible depuis janvier 2021 (207).

ANSM le 21 mars 2019 (211) : Deuxiéme CSST sur la phagothérapie. L’objectif était
que les équipes hospitali¢res ayant eu recours a des phages depuis 2016 fassent un retour
d’expérience pour déterminer le type de phages, les stratégies de prise en charge des

patients, les modalités de sélection des phages et également les voies d’administration.
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Une quinzaine de patients avaient déja bénéficié en France de ce traitement sous les

conditions d’une ATU nominative.

Sénat et Assemblée Nationale, en mars 2021: note scientifique de 1’office
parlementaire pour évaluer les choix scientifiques et les technologies sur la
phagothérapie. Il est admis que les patients doivent avoir acces a toutes les solutions
thérapeutiques et que beaucoup s’informent et se tournent vers les pays de I’Est
proposant la phagothérapie, ce qu’on appelle le « tourisme médical ». Ce rapport
indique que cette pratique pose plusieurs problémes, au niveau de la sécurité, de
I’¢thique mais également financiers pour le patient. Les conclusions portent sur la
nécessité de « construire un cadre propice au développement de la phagothérapie en

France » au niveau juridique, pour la recherche et la fabrication.

On comprend qu’il y a une prise de conscience de la part des autorités sanitaires pour faire

avancer le sujet des bactériophages comme thérapie en médecine humaine que ce soit pour

mieux soigner les patients en impasse thérapeutique ou pour trouver des alternatives au

phénoméne d’antibiorésistance mais il faudrait pour cela des études cliniques réalisées selon

des méthodologies rigoureuses pour démontrer leur sécurité et leur efficacité.

Médecine vétérinaire

L’EMA a publié le 28 janvier 2022 un « concept paper » sur la qualité, la sécurité et

I’efficacité des bactériophages comme médicaments vétérinaires (212). Ce document, préparé

par un groupe de travail de ’EMA, aurait pour objectif d’éclaircir le cadre réglementaire actuel

qui n’est pas considéré comme adapté a 1’autorisation de tels médicaments dans I’'UE. Avant

de rédiger et de publier des lignes directrices, il est attendu des précisions sur :

les informations administratives a fournir pour une autorisation de mise sur le marché ,
les exigences concernant les BPF,

la qualité des produits,

les exigences de sécurité concernant la toxicologie, I'utilisateur, I’environnement, les
animaux cibles

les exigences sur I’efficacité,
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- ladescription des utilisations prévues, des études sur I’animal cible, de la dose minimale
efficace, de la posologie...
- le développement potentiel de résistances

Le document présentant ces lignes directrices est attendu pour le dernier trimestre 2022.

Autres statuts observeés dans le monde des produits contenant des phages

Certaines entreprises dans le domaine de la sant¢é humaine et animale semblent
commercialiser leurs préparations phagiques comme des compléments alimentaires, a I’image
de I'utilisation des probiotiques voire en combinaison avec des souches probiotiques. Cela n’est
pas autoris¢é dans I’'UE mais des produits sont disponibles en vente sur internet pour une
livraison en France, promouvant un « probiotique de technologie de phage » en capsules a

prendre pour « rééquilibrer les bactéries intestinales » (213), [Figure 21].

Figure 21 — Fiche informative sur la composition d’un produit contenant des phages vendu comme

complément alimentaire, (213)

Informations de supplément

Dosage: 1 capsule végétarienne liquide

Portions: 30

|
Quantité par portion %DV

Mélange probiotique exclusif 15 Milliards d'UFC t **

Lactobacillus acidophilus La-14; B. lactis BI-04; L. paracasei Lpc-37; L.

rhamnosus Lr-32; B. bifidum / lactis Bb-02; B. longum BB536

Mélange de tétraphage 15 mg ok

LhO1 - Myoviridae; II5 - Siphorviridae; t4d - Myoviridae; 1112 - Myoviridae
** Valeur quotidienne non établie.

t unités formant des colonies au moment de la fabrication.

Autres ingrédients: glycérine, cellulose végétale (capsule), acide stéarique, stéarate végétal, maltodextrine, silice,

amidon de mais, eau purifiée, chlorophylline.

Sans OGM

A titre informatif, 1’article 2 du décret n°2006-352 du 20 mars 2006 (214), définit les
compléments alimentaires comme des « denrées alimentaires dont le but est de compléter le
régime alimentaire normal et qui constituent une source concentrée de nutriments ou d’autres
substances ayant un effet nutritionnel ou physiologique seuls ou combinés, commercialisés sous
forme de doses, [...] telles que les gélules, les pastilles, les comprimés, les pilules, et autres

formes similaires, ainsi que les sachets de poudre, les ampoules de liquide, les flacons munis
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d’un compte-gouttes et les autres formes analogues de préparations liquides et en poudre

destinées a €tre prises en unités mesurées de faible quantité ».

Dans le domaine de 1’agroalimentaire, comme mentionné précédemment, certains
phages sont déja autorisés notamment aux Etats-Unis ou au Canada, on les considére alors
comme des « décontaminants » ou un « outil additionnel, en complément de bonnes pratiques
d’hygi¢ne » contre Listeria ou Salmonella (161), (215). La FDA leur a donné un statut
particulier appelé GRAS pour « Generally Recognized As Safe » (216). Au Royaume-Uni, le
traitement de pommes de terre aprés récolte par des phages est également autoris¢é comme
« auxiliaires technologiques » (161), (217). Les auxiliaires technologiques sont définis
comme «toute substance non consommée comme ingrédient alimentaire en soi;
volontairement utilisée dans la transformation de mati¢res premicres, de denrées alimentaires
ou de leurs ingrédients pour répondre a un objectif technologique pendant le traitement ou la
transformation [...] » d’apres la définition frangaise présente dans le décret n® 2011-509 du 10
mai 2011 (218).

En Norvege, le méme statut leur est attribué pour une utilisation en aquaculture pour les

saumons (161).

La position européenne ne semble pas claire sur leur autorisation et sous quel statut dans
ce contexte. On semblerait considérer les phages plutot comme des additifs alimentaires (219).
Cela serait le cas de la Suisse et du Danemark qui ont officiellement autorisé un produit
phagique ciblant Listeria sous ce méme statut pour certains aliments (161). Les additifs
alimentaires, a la différence des auxiliaires technologiques, peuvent avoir une action sur le
produit fini comme I’amélioration de la conservation d’un aliment. Ils doivent d’ailleurs étre
mentionnés sur I’étiquette dans la liste des ingrédients et doivent faire 1’objet d’une autorisation

d’emploi conformant au Reéglement (CE) N°1333/2008 (220), (221).
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Perspectives

3.1. Freins au développement de la phagothérapie et ses inconvénients

Aujourd’hui, la phagothérapie est toujours percue avec scepticisme par de nombreux
professionnels de santé occidentaux, estimant que les preuves de son efficacité sont trop faibles.
En effet, on peut penser qu’elle serait déja autorisée et réglementée par les autorités de santé si
elle présentait un réel intérét thérapeutique. De plus, jusque dans les années 1980, les
préparations de phages étaient librement commercialisées en figurant a la Pharmacopée
francaise et européenne. Leur retrait laisserait donc penser que c’est un signe supplémentaire
d’inefficacité. Il est vrai qu’a ce jour, il n’y a pas d’étude clinique a large échelle réalisée
selon les normes européennes actuelles. Les seuls pays ayant pu tester cette thérapie sur un
grand nombre de patients sont des pays qui ne respectent pas ces normes imposées que ce soit
au niveau de la méthodologie de 1’essai, de la fabrication ou de la production des préparations.
Néanmoins aujourd’hui, ces pays soignent couramment des patients avec des bactériophages,

mais ils ne communiquent pas non plus de statistiques sur leur taux de succes ou d’échec.

De plus, les laboratoires pharmaceutiques s’intéressent peu a la phagothérapie pour
plusieurs raisons liées a la rentabilité d’un tel traitement (222), (223):

- Les phages ne sont pas brevetables comme tels puisqu’il s’agit d’entités biologiques.
Pour garantir la propriété intellectuelle des préparations phagiques, il est possible de
breveter des cocktails de phages « fixes » en les associant a une indication, ce qui limite
leur utilisation clinique et n’a pas semblé concluant pour le moment dans les rares essais
cliniques réalisés a petite échelle.

- Il est trés facile de s’en procurer puisqu’ils se trouvent de fagon abondante dans la
nature notamment dans les égouts. Il n’y a pas de difficulté particuli¢re a les récolter et
a les isoler.

- La réglementation les encadrant n’est pas claire. A ce jour, aucune préparation
phagique n’est autorisée en médecine humaine en occident. On comprend que le
manque de vision sur la réglementation empéche tout développement d’un tel projet
pour un laboratoire pharmaceutique. Les colts de R&D seraient donc trés importants

pour une issue totalement incertaine.
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Il s’agit d’une situation plutét paradoxale : pour obtenir un statut réglementaire clair et
précis, il est demandé de mener des essais cliniques a large échelle de facon industrielle et
standardisée comme cela est le cas des autres médicaments, mais ces essais sont extrémement
cotteux et peuvent difficilement étre menés par des petites structures. Les phages ne répondent
pas non plus aux mémes caractéristiques d’utilisation que les médicaments classiques comme
les antibiotiques : les phages ont un spectre d’activité tres étroit, ce qui oblige, pour qu’il y ait
un intérét thérapeutique, de connaitre précisément 1’agent pathogéne en cause puis de proposer
rapidement un cocktail de phages pertinent bas¢ sur une banque de phages préétablie (224). Et

I’intérét thérapeutique semble résider dans la personnalisation du traitement (225), (223).

Pour un développement a large échelle, on comprend que les challenges scientifiques
et logistiques concernant la fabrication, la production et la distribution, sont importants pour
garantir leur efficacité (224). A I’époque d’ailleurs, les préparations de phages commercialisées
par de grands laboratoires pharmaceutiques ne remplissaient pas les attentes quant a leur
stabilit¢ dans le temps et a leur qualité, ce qui les rendait souvent inefficaces quand on les
utilisait. Cette époque pré-antibiotiques, ou les produits a base de phages étaient de qualités
variables, aurait d’ailleurs largement contribué a 1’image d’un traitement peu efficace qui

perdure encore aujourd’hui...

Par manque d’études cliniques documentées, en dehors des preuves d’efficacité, les
autorités sanitaires ne disposeraient pas non plus de données fiables concernant le dosage, le
mode d’administration et la durée de traitement (226). Les études pharmacocinétiques®? et
pharmacodynamiques®® (PK/PD) semblent complexes a appréhender, il s’agit en effet un
traitement dit « actif » ou « évolutif » : la dose de phages nécessaire est dépendante de la densité
de bactéries pathogenes (227), (222), (226). On comprend que les bactériophages ne rentrent
pas dans les cases des traitements habituels, ce qui rend d’une part les essais cliniques classiques

difficiles a mener et d’autre part leur positionnement réglementaire délicat a établir (223).

Une des inquiétudes soulevées est I’existence de phages tempérés (lysogéniques)
capables de transférer des génes de virulence ou de résistance aux bactéries, ce qui irait a

I’inverse de 1’effet recherché (223), (226). 1 est possible, en théorie, d’identifier ce type de

32 La pharmacocinétique (ou PK) est I’étude de I’absorption, la distribution, le métabolisme et ’excrétion du
médicament.
33 La pharmacodynamie (ou PD) est I’étude des effets du médicament sur I’organisme.
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phages et ces génes mais des doutes persistent car nous ne sommes techniquement pas capables
aujourd’hui d’annoter intégralement le génome phagique, c’est-a-dire de connaitre la fonction
biologique de chaque geéne codant. L’analyse par séquencage et la bio-informatique seraient

alors nécessaires pour assurer cette sécurité d’emploi des phages comme thérapie.

Pour déterminer la bactérie en cause dans I’infection, il faudrait pouvoir disposer
d’outils diagnostiques performants et rapides. Les outils actuels sont coliteux et les résultats
sont donnés plusieurs jours aprés le prélevement. Le développement d’outils rapides serait
intéressant pour un usage facilité¢ des bactériophages. On peut imaginer donner directement au
patient un cocktail de phages « fixes » ciblant la bactérie détectée avant de mieux déterminer la
souche bactérienne et d’adapter ensuite le traitement avec des phages plus virulents entrainés
sur la souche en question. Cela pourrait également permettre de combiner 1’action des phages
a celui des antibiotiques dés le début du traitement pour potentialiser les chances de guérison

du patient (162), (163).

La purification et la sélection de phages pour en faire des cocktails est un exercice
complexe qui nécessite une expertise et un savoir-faire particuliers, s’ajoutant a I’acces a une
banque de phages importante. En outre, pour qu’un cocktail de phages soit efficace et limiter
le phénomeéne de résistance envers ces derniers, il semblerait important d’avoir des phages de

virulences différentes ciblant divers récepteurs de la bactérie (161), (228).

La résistance des bactéries aux phages est en effet un point soulevé par les
scientifiques. Pour assurer leur survie, les bactéries auraient développé des stratégies pour
contourner I’action des phages (229). Les recherches doivent se poursuivre sur le sujet mais les
principaux mécanismes identifiés a ce jour sont les suivants [Figure 22] (229) :

- Inhibition de I’adsorption virale via la modification des récepteurs bactériens : le phage
ne peut plus reconnaitre la bactérie et s’y fixer.

- Inhibition par blocage de |’injection du génome viral dans le cytoplasme de la bactérie.

Ces deux premiers types de résistances pourraient étre causés par des prophages, issus de
phages tempérés déja présents dans le cytoplasme de la bactérie. Pour éviter une seconde
infection de celle-ci, ces prophages pourraient alors entrainer une résistance bactérienne aux

bactériophages lytiques tentant de la parasiter (135), (145).
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- Inhibition par dégradation du génome viral par des nucléases bactériennes : soit via le
systéme de restriction-modification qui permet a la bactérie de faire la distinction entre
le soi et le non-soi par méthylation de son propre ADN et par la synthése
d’endonucléases®* pour cliver le génome étranger, soit via le systtme CRISPR-Cas qui
reconnait des séquences de genes étrangers via des ARN associés a des endonucléases
(230).

- Infection abortive et les systemes toxine-antitoxine : ce mécanisme vise a empécher la
dissémination des phages. La bactérie utilise des systémes de suicide cellulaire

(apoptose) pour disparaitre, ce qui empéche la réplication du génome viral.

|
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Figure 22 — Mécanismes de résistance des bactéries envers les phages aux différentes étapes du cycle

lytique, adapté de (229)

Cependant, les phages sont des virus, leur taux de mutation est plus élevé que celui des
bactéries, ils sont donc capables de s’adapter a ces résistances de fagon trés rapide, ce qui

semble limiter fortement leurs effets. D’aprés un rapport de ’ANSES évaluant I’intérét

34 Les endonucléases sont des enzymes coupant la liaison phosphodiester entre deux nucléotides.
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d’utiliser le produit Listex P100® contre Listeria dans 1’industrie agroalimentaire, il est indiqué
que seulement 5% des souches bactériennes étaient considérées résistantes au phage et que le
principal mécanisme de résistance observé était celui par infection abortive, ce qui induit alors

la mort de la bactérie, soit I’effet in fine recherché (231).

Un autre probléme soulevé est la contamination des préparations de phages par les
endotoxines, entrainant de la fievre. Ces résidus toxiques fortement immunogenes proviennent
de la lyse des bactéries dans les milieux de cultures lors de la préparation des phages (53), (148).
On sait aujourd’hui éliminer cette contamination par un systeme de centrifugation a trés haute
vitesse et il est possible de controler la concentration en endotoxines dans les préparations via
des tests in vitro (53), (148). Cependant, dans 1’organisme du patient, la lyse des bactéries au
niveau du site infectieux peut aussi libérer ces résidus toxiques qui seront reconnus alors par le
systéme immunitaire ce qui entrainera de la fievre (53). Ce phénomene, trés connu notamment
lors du traitement de la fievre typhoide par antibiothérapie, se produit surtout dans le cadre

d’une grande densité bactérienne.

Les protéines constituants les phages pourraient aussi étre reconnues comme des
¢léments étrangers dans 1’organisme et induire une réponse immunitaire avec des anticorps
dirigés contre le phage (53), (148). Cela ne semblerait cependant pas influencer 1’efficacité du

traitement, d’aprés une étude réalisée en 2016 (232).

D’autres problémes sont mentionnés quant a leur distribution dans 1’organisme jusqu’au
site infectieux. En effet, I’acidité gastrique détruirait les phages lors de leur passage dans
I’estomac ce qui limiterait leur utilisation par voie orale (233). Pour éviter cela, on pourrait
réduire cette acidité avec du bicarbonate de soude avant la prise de phages (233). Pour
augmenter la durée de vie d’un phage dans I’organisme il serait également possible de les

encapsuler dans des liposomes (234).

Enfin le dernier frein a leur utilisation serait d’ordre éthique ou social. En effet, il est
difficile de faire admettre que 1’on peut soigner avec des virus qui ne sont pas uniquement des

entités pathogenes, et qui peuvent étre sans risque. ..

Pour que la phagothérapie devienne un jour réalisable a grande échelle, on comprend

qu’il faudra coordonner les différents acteurs : les sociétés privées, les chercheurs, les
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microbiologistes, les médecins, mais également les bio-informaticiens pour assurer leur bon

usage tout en ayant I’appui des autorités sanitaires.

Enfin, au fil de mes recherches j’ai observé que certaines sociétés s’étaient spécialisées
dans les phages pour mieux les combattre. C’est le cas de Phage Consultants, qui propose des
services pour lutter contre les bactériophages pouvant étre problématiques dans certaines
industries notamment dans les processus de fermentation®® (235). La présence de phages peut
inhiber 1’action des bactéries nécessaires a la fermentation notamment des fromages ou de la
charcuterie (236). Ce type de société propose alors d’identifier le ou les phages problématiques

et de trouver des solutions pour les éliminer durablement.

35 La fermentation est un phénoméne naturel qui se produit lors de la décomposition de la matiére organique sous
I’effet de bactéries, de moisissures ou de levures.
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3.2. Signes d’intérét pour la phagothérapie et ses avantages

Face au phénoméne d’antibiorésistance qui ne cesse de croitre, les bactériophages
représenteraient une alternative ou un traitement complémentaire efficace, naturel et str®
contre les infections bactériennes. Aprés avoir été¢ oubliée plusieurs dizaines d’années, on
observe un regain d’intérét pour cette thérapie porteuse d’espoir pour les patients occidentaux
aujourd’hui en échec thérapeutique. Dans un second temps je développerai les avantages de la

phagothérapie.

L’intérét suscité pour la phagothérapie est réel et s’observe a plusieurs niveaux :

- Le nombre d’articles scientifiques publiés sur le sujet

- Les financements pergus par les entreprises spécialisées dans les phages

- Le nombre et I’importance de partenariats signés

- Le nombre d’entreprises créées ces dix derniéres années

- Lacréation d’un comité scientifique spécialisé par les autorités de santé et I’accélération
d’ Autorisations d’Acces Compassionnels (AAC) accordées

- La sollicitation croissante des patients auprés des associations souhaitant faciliter
I’acces a cette thérapie

- Lenombre d’articles récemment publiés dans les journaux Grand Public et le traitement

médiatique accordé aux phages

3.2.1. Publications scientifiques en médecine humaine : recherche académique

On observe que les recherches sur les phages s’intensifient et intéressent de plus en plus
de scientifiques grace a la croissance exponentielle du nombre de publications a I’échelle
mondiale [Figure 23]. Entre 1990 et 2021, on dénombre pres de 6000 articles publiés dont 742
uniquement durant ’année 2021. L’année 2022 suit une tendance similaire avec 274 articles
publiés en quelques mois. En dix ans, le nombre de publications scientifiques a été multipli¢
par 3,5. Ces articles ont généralement pour objectif :

- démontrer leur efficacité dans une indication donnée ou une bactérie cible (souvent S.
aureus, E. coli, P. aeruginosa), via les résultats d’essais précliniques ou cliniques

effectués,

36 Sous certaines conditions voir 3.1.
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- faire une revue de littérature sur leur technologie et leur développement, ou
- ¢évaluer un mode d’administration ou une technique par exemple I’encapsulation, ou

I’utilisation de phages génétiquement modifiés.

Figure 23 — Diagramme représentant le nombre d’articles scientifiques publiés répondants aux mots-
clefs « (bacteriophage therapy) OR (phage therapy) » sur pubmed par année depuis 1990.
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3.2.2. Financements percus et les partenariats signés par les sociétés spécialisées dans les

bactériophages

Les financements des sociétés peuvent étre de plusieurs types :
- Des subventions ou aides publiques accordées, a 1I’échelle de I’UE via la Commission
Européenne, a I’échelle des pays via les gouvernements ou encore a 1’échelle des
régions. Cela peut également étre 1’obtention d’un prix a la suite d’un concours ou

encore une aide financiére accordée par des incubateurs ou des accélérateurs.
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Des financements privés par des fonds d’investissements comme des fonds de Private
Equity®’, de Venture Capital®® ou des Business Angels*® qui espérent un retour sur
investissement sous quelques années (7-10 ans maximum).

Par la dette : cela peut étre sous formes de préts contractés aupres de banques ou via
des crédits accordés par BPI France* pour les entreprises frangaises (qui peuvent aussi
étre sous forme de subventions)

Par le marché public (1a bourse) : une entrée en bourse permet de lever des fonds aupres
d’actionnaires institutionnels (des fonds) et d’actionnaires individuels (des particuliers),
en général les sommes sont plus importantes que ce qui peut €tre levé via les
financements privés. L’entreprise pourra par la suite effectuer des augmentations de
capital (recapitalisations boursiéres) lorsqu’elle aura besoin de lever des fonds pour un

projet.

Parmi les subventions publiques récentes obtenues pour le développement des bactériophages

comme thérapie en France, on note :

Agence Nationale de la Rechercher (ANR) : 2,85 millions d’euros a été accordé aux
Hospices Civils de Lyon en septembre 2021 pour leur projet PHAG-ONE dans le
traitement des infections ostéo-articulaires (237).

BPI France : 2 millions d’euros en avril 2021 puis 1,7 millions d’euros en janvier 2022
accordées a Pherecydes Pharma (238), (239). La seconde est dans le cadre d’un
partenariat avec le Commissariat a2 I’Energie Atomique (CEA) pour le projet

PhageECOLI.

Pherecydes Pharma a également fait une entrée en bourse sur Euronext Growth® en

février 2021, ce qui lui a permis de lever 7 millions d’euros (240). L’offre fut souscrite quatre

fois (28,1 millions d’euros), ce qui atteste d’un intérét important pour la technologie des phages

(240). De plus, cette société avait recu, de la part de I’'UE en 2013, 3,8 millions d’euros pour
lancer 1’étude clinique PHAGOBURN, sur un budget total de 4,9 millions d’euros (241).

37 « Capital-investissement » en frangais, ce mode d’investissement consiste a prendre des participations
majoritaires ou minoritaires dans le capital de sociétés non cotées en bourse.

38 « Capital-risque » en frangajs, ces fonds sont spécialisés dans le financement de startups ou de projets en stade
précoce ou d’amorcage (early-stage, pre-seed, seed).

39 Les Business Angels sont des particuliers investissant de I’argent au capital d’une entreprise qu’ils estiment
innovante, souvent en début d’activité.

40 BPI France est une banque publique d’investissement ayant pour objectif le développement des entreprises,
elle est détenue a 50% par I’Etat Frangais.
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Vetophage a bouclé une levée de fonds fin novembre 2021 au montant inconnu aupres

d’actionnaires privés pour financer sa premi¢re commercialisation d’ici la fin de ’année.

Comme mentionné précédemment, Bactolytix a également levé prés d’1 million

d’euros en décembre 2021 pour diversifier ses recherches (193).

Concernant les levées de fonds récentes dans le monde de sociétés privées spécialisées dans les

phages, on remarque :

- Adaptative Phage Therapeutics (Etats-Unis) : levée de fonds en Série B*! de 61 millions
de dollars au total a la date d’avril 2022, dont 20 millions de I’AMR Action Fund (242).

- Proteon Pharmaceuticals (Pologne) : levée de fonds de 21 millions d’euros en aotit 2021
pour accélérer la commercialisation de ses produits dans I’aquaculture et 1’¢levage via le
Fonds de développement polonais et d’autres fonds privés comme Montis Capital,
Seventure Partners mais aussi des Business Angels (243).

- PhageLab (Chili) : levée de 30 millions de dollars en juillet 2021 aupres de fonds privés
(244).

En plus des différentes levées de fonds, un autre indicateur de la dynamique dans la
phagothérapie est intéressant a observer, il s’agit des partenariats de collaboration de recherche
ou les accords de licence. On note une augmentation significative du nombre de partenariats
public-privés notamment aux Etats-Unis ot I’armée et CARB-X*? sont trés actifs. On observe
deux accords de licence importants : celui entre Roivant Sciences (Etats-Unis) et IN(RON
Biotechnology (Corée du Sud) pour un montant de 668 millions de dollars signé en 2018 et
celui entre Janssen et Locus Biosciences pour 818 millions de dollars signé en 2019. Cependant,
ce sont des sociétés qui ne développent pas de phages naturels mais des phages modifiés ou des
lysines (dérivés de phages).

Concernant la collaboration (accord de recherche) entre GSK et Eligo Biosciences
conclut en 2021, celui-ci pourrait faire I’objet d’un partenariat de licence pour un montant total

de 224 millions de dollars si les études précliniques sont concluantes.

41 Les Séries A, B, C correspondent aux phases de développement de ’entreprise.
42 Accélérateur spécialisé dans la lutte contre I’antibiorésistance
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Tableau 11 — Liste des partenariats par des sociétés développant des phages (liste non-

exhaustive)

Sociétés Partenaires Date Montant Informations

Essai de phase 1/2 dans la

ARLG Collaboration nov-21 NC L
mucoviscidose
US’s Department of . . . .
Defense (DoD) Subvention = sept-21 gM$ Plusieurs infections
Walter Reed Army Accord de . Extension d'une banque de
. . aolit-21 NC
Adaptative Phage Institute of Research licence phages
Therapeutics Opyster Point Pharma  Collaboration  juin-21 NC Infections ophtalmiques
DoD Subvention = aoit-20 9,8M$ Essal de‘ phase I pour un vaccin
a base de phages
Mayo Clinic Agcord de juin-20 NC Commer(.:u.il.ls’atlon d'un test de
licence sensibilité aux phages
Cvstic Fibrosis Essai de phase 1b/2 dans la
Y . Subvention = oct-21 gM$ mucoviscidose contre P.
Foundation ;
aeruginosa
DoD Subvention  juin-20 15M$ Ess? ! ,de phase 1/2 dans les
bactériémies contre S. aureus
Armata
Pharmaceuticals Cystlfz Fibrosis ‘ Essai de phase 1b/2 dans la
Foundation et Cystic . o
. . . Subvention = mars-20 SM$ mucoviscidose contre P.
Fibrosis Therapeutics deruginosa
Development Network g
MSD (Merck) Collaboration ;- NC NC
de recherche
Boehringer Ingelheim  Collaboration — sept-20 NC Maladies ivl.lﬂammatmres de
Intestin
JSR Corporation Agcord de janv-18 NC Maladies 1’1.1ﬂaanat01res de
licence l'intestin
BiomX .. .
Janssen Collaboration  déc-18 NC Maladies ivl.lﬂammatmres de
Intestin
Takeda Collaboration 2017 NC Préparation de formulations de
phages
GSK Collaboration = janv-21 224M$ Tralte’m ent et preve.ntlon
(potentiels) d’Acne vulgaris
Eligo Biosciences ' o
CARB-X Subvention  juin-20 7.1M$ Infections mult1?651sta’r1tes dans
les transplantations d’organes
Intralytix DoD Collaboration = juin-20 NC Domaine de l'agroalimentaire
. iNIRON . Roivant Sciences Agcord de nov-18 668M$ Essa1’ de p}'lase‘: 2 dans les
Biotechnologies licence bactériémies a S. aureus
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Essais de phase 2/3 dans les

DoD, CARB-X Subvention = sept-20 144M$ infections urinaires contre
Locus Biosciences E.Coli
818M$
Janssen Agcord de avr-19 (20M$ Plusieurs indications
licence 43
upfront™)
Certis USA Accord‘ 2018 NC Domaine de l'agroalimentaire
commercial
Phagelux
NutriQuest Collaboration 2018 NC Domaine de l'agroalimentaire
Navarrabiomed Collaboration mars-22 NC Endocardite infecticuse
BIOASTER Collaboration mars-22 NC Bactériémies
Pherecydes Pharma CEA Collaboration = janv-22 2,1M€ Infections a E.coli

Direction Générale de

I'Armement (DGA) Subvention NC NC Projet PneumoPhage

NC = information Non Communiquée

3.2.3. Nombre d’entreprises créées

Parmi les sociétés spécialisées dans les phages répertoriées dans les tableaux 7 et 8 de
cette thése, plus de 50% ont été créés ces dix derniéres années (2012 — 2022, soit 28 sur 54),
ce qui atteste également de 1’intérét croissant pour cette thérapie que ce soit en médecine
humaine ou dans les autres domaines. Il en est de méme pour les sociétés prestataires
(CMO/CDMO, CRO), nombreuses sont celles qui se sont développées et spécialisées dans les

bactériophages ces dernieres années.

3.2.4. CSST et AAC

Depuis 2015, on observe une volonté de la part des autorités de santé d’échanger avec
les différents acteurs pour faciliter la mise en place de la phagothérapie tout en respectant les
normes imposées. Les essais cliniques doivent se poursuivre pour apporter les preuves
d’efficacité, de sécurité mais également des éclaircissements sur la prise en charge des patients
(mode d’administration, durée, dosage...). Une fois que I’EMA aura statu¢ sur la
phagothérapie, ’ANSM se positionnera également et on pourra espérer revoir la phagothérapie

autorisée dans I’UE.

43 L’upfront est la somme initiale touchée par I’entreprise a la signature du partenariat. Le reste du montant sera
délivré lors de paiements d’étapes (milestones payments) c’est-a-dire lorsque certaines étapes du développement
seront réussies.
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Pherecydes Pharma a annoncé dans un communiqué de presse qu’un total de 50 patients
auraient bénéficié d’un traitement compassionnel par leurs phages depuis 2017. On remarque
une nette accélération puisque parmi ces 50 patients, 25 en auraient bénéficié depuis début 2021

(186).
3.2.5. Associations a but non lucratif

Quelques associations de patients existent ou ont existé en France pour faire connaitre
la phagothérapie et faciliter son accés. Ces associations sont généralement nées a I’initiative
d’un patient traité par cette thérapie de facon réussie en Géorgie. C’est le cas de Christophe

Novou Dit Picot, Président et Fondateur de 1’association Phages Sans

"lj) Frontiéres, la plus active aujourd’hui. A la suite d’un accident, son fémur

- fracturé ne guérit pas et s’infecta pendant des années jusqu’a ce que les bactéries
deviennent multirésistantes aux antibiotiques. Les médecins envisageaient méme I’amputation
car sa situation clinique devenait critique. Il entend alors parler de la phagothérapie et décide
en dernier recours avant I’amputation d’y faire appel en se rendant en Géorgie. Cette thérapie
a ¢ét¢ un succes et il ceuvre désormais pour la réhabiliter en France. L’association aide
principalement a financer des séjours en Géorgie pour des patients en situation d’échec
thérapeutique, les fonds sont généralement récoltés aupreés de donneurs ou lors de gala de
bienfaisance. Leur objectif est de proposer une solution lorsque celles disponibles en France
ont été épuisées et soumises a des échecs. Les patients sont d’ailleurs invités a consulter d’abord
un médecin spécialiste pour s’assurer qu’aucune autre option n’existe en France. Depuis 2018,
36 patients ont été aidés financiérement par Phages Sans Frontiéres et sont considérés guéris de
leur infection apres leur sé¢jour en Géorgie. Le nombre de patients contactant 1’association est
important (une vingtaine par semaine), il s’agit alors généralement de prodiguer des conseils
pour orienter les patients vers les spécialistes frangais et notamment vers les hopitaux ou les

traitements compassionnels et des essais cliniques sont menés.
3.2.6. Traitement médiatique

On observe ces derniéres années un nombre croissant d’articles publiés dans des
journaux destinés a un large public comme Le Monde (245), Libération (246), Ouest France
(247), Sciences et Avenir (248), Notre Temps (249)... mais également via la radio comme sur

France Culture avec le reportage « Bactériophage, a table ! » diffusé en 2021 (58 min) (250) ou
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a la télévision notamment sur Arte avec le reportage « L’incroyable histoire des tueurs de
bactéries » diffusé en 2019 (53 min) (251). On remarque également des podcasts ou des
conférences comme TEDx qui accueille des personnes témoignant de leur thérapie par les
phages et notamment Christophe Novou Dit Picot en 2020 (252).

Ce traitement médiatique permet de faire connaitre la phagothérapie au plus grand nombre, ce
qui éveille les patients et contribue a la dynamique observée ces derniéres années pour

réhabiliter les bactériophages.

3.2.7. Avantages de la phagothérapie

En effet, la phagothérapie présente de nombreux avantages :

e Les phages n’entraineraient pas d’effet indésirable chez les patients ou de fagon
extrémement rare** (224). On peut également considérer que nous sommes en
permanence au contact de bactériophages (microbiote ou dans 1’environnement) et que
nous en consommons méme indirectement via la nourriture fermentée. Cette
information est importante a prendre en compte car on pourrait considérer que dans le
pire des cas la phagothérapie ne serait simplement pas efficace. Des études
complémentaires chez I’humain sont cependant nécessaires pour démontrer cette
innocuité. Les phages pourraient étre une thérapie intéressante également pour les

patients allergiques a certains antibiotiques (227).

e Une des grandes différences avec les antibiotiques est que leur action est tres
spécifique, leur cycle de réplication se faisant uniquement dans la bactérie-cible. En
effet, ils ne ciblent pas les cellules eucaryotes ou les bactéries non pathogenes du
microbiote contrairement aux antibiotiques qui sont a I’origine de dysbioses* (225). Ils

n’ont donc en théorie pas non plus de risques de toxicité (225).

e Ils se reproduisent tout seuls, de fagon exponentielle et rapidement, ils pourraient étre
utilisés a faibles doses avec de longs intervalles entre chaque dose (225). Une fois qu’il
n’y a plus de bactéries pathogenes, le virus ne peut plus se répliquer et meurt. Les

antibiotiques ont leur concentration qui diminue dans le temps et sont éliminés par

4 Quelques cas de fiévre transitoire ont été observés pour les raisons mentionnées précédemment dans le 3.1.
411 s’agit d’un déséquilibre de la flore intestinale entrainant principalement des troubles intestinaux.
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I’organisme ce qui oblige a prendre des doses régulieres dans la journée et sur plusieurs

jours voire semaines et mois dans le cadre d’infections chroniques.

e IIs sont de tres petite taille, ce qui leur donnerait la capacité d’atteindre des zones

difficiles d’accés comme le systéme nerveux central (253).

e Ils ont la capacité d’évoluer si leur environnement change, ce qui n’est pas le cas des
antibiotiques (225). En effet, on observe finalement peu de résistance des bactéries aux
phages car ces virus ont la capacité de co-évoluer avec elles*® (225). Et finalement,
meéme si une bactérie devenait totalement résistante a un phage, il serait possible d’en
trouver un autre actif sur cette bactérie devenue résistante, car le stock de phages dans

la nature est considéré inépuisable (53).

e Le coiit de production des phages naturels serait faible contrairement aux antibiotiques
devant étre synthétisés en laboratoire (225). Cependant, la personnalisation du
traitement et les analyses nécessaires lors de la prise en charge d’un patient doivent étre
¢galement prises en compte. Mais, ces phages pourraient tout a fait étre une alternative

envisageable pour les pays a faible et moyen revenus (53).

e Comme mentionné précédemment, ils seraient efficaces sur les biofilms, qui sont

difficilement supprimés par les antibiotiques (148), (158), (254).

e Enfin, des études ont montré qu’ils agiraient en synergie avec les antibiotiques et
pourraient méme permettre de diminuer leur dose (162), (163). Il a aussi été observé
que I’association de ces deux traitements permettrait d’inhiber I’émergence de souches
résistantes, cela suggeére également qu’un antibiotique devenu inefficace pourrait
redevenir performant grace a I’action des phages (255). D’autres études sont nécessaires
sur le sujet pour notamment mieux identifier les interactions possibles entre

antibiotiques et phages.

46 Voir 3.1.
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3.3. Phages et nouvelles technologies
3.3.1. Phages génétiquement modifiées (ou phages synthétiques)

Comme indiqué précédemment, certaines sociétés modifient génétiquement les phages
(« engineered-phages ») pour leur conférer d’autres propriétés leur permettant notamment
d’élargir leur spectre d’activité ou de limiter la résistance des bactéries aux phages (256).
L’objectif est aussi de mieux protéger leur propriété industrielle puisqu’un bactériophage
modifié pourrait étre plus facilement breveté (53), (222). Par génie génétique, ces phages
auraient donc des propriétés « améliorées » par rapport a leurs homologues naturels.

On pourrait par exemple modifier ses récepteurs pour qu’il reconnaisse différentes
bactéries (élargir son spectre d’hote) [Figure 24]. La technique utilisée repose sur la
recombinaison homologue qui consiste en I’échange de séquences nucléotidiques entre deux
molécules d’ADN partageant des séquences similaires ou identiques (257). Cela se passe de
fagon spontanée dans la nature, mais on peut I’utiliser pour créer un phage mutant avec des
phénotypes*’ spécifiques (dans cet exemple, des récepteurs) (257). Cela permettrait de ne plus
rencontrer de difficultés a combiner différents phages en cocktails puisqu’on pourrait

simplement modifier le phage d’intérét avec les propriétés souhaitées en créant des variants.
p phag

=

Phage Engineering
Platform

Bacteria

D

Bacteria

C

Bacteria

B

Bacteria

A

Figure 24 — Schéma illustrant I’élargissement du spectre d’hote d’un phage par modification de ses

récepteurs (258)

47 Le phénotype est ’ensemble des caractéres apparents d’un individu.
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Une autre technique utilisée reposant également sur la recombinaison homologue pour
modifier les phages est la technique CRISPR-Cas (257). On modifie I’ADN du phage en
intégrant une séquence codante pour ’ARN CRISPR (ARNCc) et pour la protéine Cas qui est
une nucléase. Lorsque le phage injecte son ADN dans la bactérie, celle-ci va le transcrire en
ARNCc. Si cet ARNc reconnait une séquence spécifique dans I’ADN de la bactérie (comme un
gene de résistance), la protéine Cas va cliver I’ADN bactérien (222), (257). Cette technique
permettrait alors de faire en sorte que les phages ciblent uniquement les bactéries présentant

des génes de résistance.

Enfin une troisieme technique plus complexe repose sur la reprogrammation
(« reboot ») qui consiste a générer des phages modifiés directement grace a la bactérie hote en
utilisant un ADN phagique « nu » contenant les mutations souhaitées (257). Apres réplication
au sein de la bactérie, les éléments constituant les phages modifiés sont créés et s’assemblent

(257).

Comme vu précédemment, les sociétés développant des phages modifiés semblent
particulierement intéresser les laboratoires pharmaceutiques méme si leur statut réglementaire,
tout comme les phages naturels, reste incertain. A cela s’ajoute les doutes sur I’innocuité des
organismes génétiquement modifiés (OGM) qui restent d’actualité notamment dans I’UE. Les
phages naturels étant ubiquitaires et participant a 1’équilibre des microorganismes, il semble
pertinent de s’intéresser a l’impact que pourraient avoir les phages modifiés dans
I’environnement. D’autant plus si on cible I’industrie agroalimentaire : les bactériophages ont
en effet été introduits dans certains pays comme des alternatives naturelles aux pesticides et

aux autres composés chimiques (53).

I- Eligo Bioscience (259) est une société de biotechnologie fondée en 2014
gm!gr par Xavier Duportet, ingénieur agronome et docteur en biologie, qui est
aujourd’hui Président de la société et par deux scientifiques de I'université Rockefeller et du
MIT*. La société est basée a Paris et compterait aujourd’hui prés d’une cinquantaine
d’employés. L’entreprise développe des bactériophages modifiés (nommés Eligobiotics®) via
la technologie CRISPR-Cas dans 1’objectif de moduler la composition et la fonction du
microbiome dans le cadre de maladies. Leur technologie de précision permettrait de cibler

uniquement les bactéries pathogénes et de les détruire par reconnaissance de séquences

48 Massachussetts Institute of Technology
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génomiques spécifiques. L’entreprise a déja été soutenue financiérement par la Commission
Européenne, BPI France, ou plus récemment CARB-X dans le cadre de recherches sur les
infections multirésistantes de patients transplantés, et collabore avec 1’Institut Pasteur mais
aussi avec le laboratoire GSK dans le cadre de recherches sur I’acné. Leur technologie a déja
remporté plusieurs prix et distinctions et a fait ’objet d’articles scientifiques dans des revues
prestigieuses aux Etats-Unis. Cette technologie s’apparenterait & de la thérapie génique a

vecteurs viraux.

3.3.2. Phages et bio-informatique

Les techniques d’analyse du génome sont aujourd’hui plus rapides et performantes
qu’auparavant ce qui facilite la sélection de phages pertinents en vue de traiter les patients. Pour
assurer la sécurité d’emploi des bactériophages, il pourra en effet étre important de connaitre
les fonctions biologiques des séquences codantes du génome phagique. En outre, cela permettra
de s’assurer que le phage ne comporte pas de génes de virulence ou de résistance qu’il pourrait
transmettre a la bactérie. L’analyse par séquengage et la bio-informatique deviendront alors des

outils indispensables pour les sociétés développant des phages et souhaitant les commercialiser.

Rime Bioinformatics est une startup frangaise basée a Palaiseau
~ 510 inrormarics proposant des services de bio-informatique spécialisés dans les
bactériophages. L’entreprise a été fondée en janvier 2021 par Antoine Culot, ingénieur
agronome et docteur en microbiologie spécialisé¢ dans la phagothérapie, et Guillaume Abriat,
¢galement docteur en microbiologie spécialis€¢ dans la caractérisation des protéines, la
chimiotaxie et la motilité bactérienne. La société est en cours de recrutement et devrait compter
4 a 5 employés d’ici la fin de I’année. Elle fait partie des startups de la French Tech, du Réseau
Entreprendre, du programme « Live For Good » et est incubée a Station Rennes Innovation, ce
qui lui permet d’étre accompagnée et d’obtenir des fonds pour se développer.

Leur objectif est de démocratiser 1’analyse du séquencage en la rendant accessible aux
biologistes tout en utilisant des outils hautement performants. Leurs services d’analyse
génomique sont destinés a des sociétés privées comme des sociétés de biotechnologie ou des
sociétés prestataires (CRO, CMO, CDMO), mais également a des laboratoires publics. Leur

ceeur de métier est de proposer un service de caractérisation des phages par annotation
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structurale puis fonctionnelle*’, en utilisant différentes méthodes automatiques d’annotation,
plusieurs banques de données et en proposant également une annotation manuelle pour affiner
les résultats. Aujourd’hui, seulement 24% des génes des phages analysés®®, ciblant les bactéries
du genre Vibrio, seraient annotés fonctionnellement, en d’autres termes on connaitrait la
fonction biologique de seulement 24% des geénes de ces phages, ce qui fait que les fonctions
biologiques de 76% des génes restent inconnues et pourraient possiblement étre des génes de
virulence ou de résistance... Le poster avec les résultats détaillés de cette étude sera publié par
la société en juin prochain a 1’occasion de la conférence Virus of Microbes (VoM) [Annexe 7]
(260). Les autorités sanitaires auront treés certainement besoin de ces informations pour assurer
la sécurité¢ de produits contenant des phages et délivrer des AMM. Les sociétés proposant de
I’analyse génomique aujourd’hui sur le marché sont pour la plupart généralistes, donc non
spécialisées dans les bactériophages, et délivrent des résultats de facon automatisée en
comparant généralement les séquences a une seule base de données.

Leur méthode d’analyse approfondie a été validée par une étude preuve de concept sur
I’annotation du phage VVP001 en comparant les résultats d’une analyse classique prise en
référence (261). Les résultats obtenus sont les suivants : +24% de génes détectés lors de
I’annotation structurale et 5,5 fois plus de génes annotés que I’analyse prise en référence, ce qui
permettrait de connaitre la fonction biologique de 74% des geénes du phage [Annexe §].

Leur méthode d’analyse peut avoir d’autres applications comme 1’annotation du génome
d’une bactérie, la détermination des genes de virulence, de résistance ou encore la détection de
prophages. Rime Bioinformatics propose ¢galement des services plus généralistes de bio-
informatique et de microbiologie comme |’assemblage de séquences génomiques ou

I’identification de microorganismes.

49 Définitions du Dictionnaire médical de I’ Académie de Médecine (2022) : « L’annotation structurale d’un
génome est une opération consistant en 1’analyse de la séquence d’un génome afin d’identifier et de localiser
[...] les séquences codantes, les motifs régulateurs et les séquences répétées [...] » (264). « L’annotation
fonctionnelle d’un génome est une opération consistant a assigner des fonctions biologiques aux séquences
identifiées lors de I’annotation structurale » (265).

50 Dont les génomes ont été publiés entre mars 2021 et mars 2022 (179 génomes au total ont été analysés).
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Une autre société de bio-informatique spécialisée dans les phages a été

@ PhageAl créée en 2021 en Pologne, il s’agit de PhageAl (262). L’objectif est
d’utiliser Dintelligence artificielle pour automatiser 1’analyse bio-informatique de
caractérisation des phages. L’entreprise développe une plateforme pour que les sociétés de
biotechnologies puissent optimiser leur processus de sélection de bactériophages. La société a
déja annoncé un partenariat avec Proteon Pharmaceuticals et a regu pres de 430 000 euros de la
part du National Center for Research and Development polonais pour développer sa plateforme.
Enfin, PhageAl a annoncé en mai 2022 faire partie du programme « Startup with IBM » qui lui
permettra d’étre accompagnée par des experts de la technologie IBM Cloud afin d’améliorer

SESs services.

3.3.3. Les phages comme outils diagnostic

Une équipe de chercheurs de 1’Université de Leicester mené par le Dr Louis Teulicres,
a eu I’idée de développer en 2017 un test diagnostic par PCR basé sur les phages pour détecter
les bactéries du genre Borrelia responsables de la maladie de Lyme. Ce test breveté, appelé
Phelix Phage Test, a ¢été créé sur le principe que les bactériophages sont spécifiques d’une
bactérie et sont plus nombreux que celle-ci, ce qui permettrait la détection d’une infection de
facon tres sensible. Le diagnostic de la maladie de Lyme est complexe car les symptomes
cliniques ne sont pas spécifiques et les tests diagnostic utilisés sont peu sensibles. Détecter les
phages pour diagnostiquer une infection active pourrait méme étre une technologie utile dans

d’autres types d’infections (263).
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Conclusion

La phagothérapie est une thérapie naturelle connue depuis longtemps, qui présente de
nombreux avantages: les domaines d’application potentiels sont vastes, il n’y aurait
pratiquement aucun effet indésirable, les modes d’administration potentiels sont multiples et il
s’agit d’une technologie personnalisable et précise par son spectre d’hote étroit. Son
positionnement thérapeutique peut se situer en dernier recours en cas de bactéries
multirésistantes chez des patients n’ayant plus aucune autre solution possible ou encore en
association avec les antibiotiques pour potentialiser les chances de guérison.

Dr’ailleurs, de plus en plus de sociétés développent des préparations de phages, des
financements importants publics ou privés sont observés et un nombre croissant de patients en
¢chec thérapeutique est en attente de solutions efficaces. Cette thérapie parait donc prometteuse
mais comporte différents freins a sa réhabilitation en Occident. Les spécificités de ce traitement
actif le différencient des médicaments classiques et une reéglementation particuliére sera
nécessaire. En effet, les autorités sanitaires demandent plus de documentation sur les
bactériophages par des essais cliniques rigoureux respectant les normes imposées par I’'UE ou
la FDA démontrant ainsi son efficacité et son innocuité.

Il faudra trés certainement envisager une coordination des différents acteurs : les
scientifiques, les sociétés privées, les gouvernements et les autorités de santé pour accélérer
I’implantation de cette technologie en routine clinique pour I’Homme et I’animal mais aussi
dans les domaines de 1’agroalimentaire et de I’agriculture...

On peut donc souhaiter que la phagothérapie se développe rapidement dans un cadre
sécurisé avec une législation qui gagne a la fois en souplesse et en précision dans 1’intérét des

patients.
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Annexe 1 — Tableau des différentes familles d’antibiotiques (Antibio-responsable.fr, 2018)

ANTIBIO-RESPONSABLE.FR TABLEAU DES ANTIBIOTIQUES

INHIBITEURS

DE LA SYNTHESE

DES ENVELOPPES
BACTERIENNES

INHIBITEURS
DE LA SYNTHESE
DES PROTEINES

INHIBITEURS
DE LA SYNTHESE
DES ACIDES
NUCLEIQUES

INHIBITEURS
DE LA SYNTHESE
DE L’ACIDE FOLIQUE

MECANISMES
COMPLEXES
U MECONNUS

BETA-LACTAMINES

FAMILLE

Pénicillines du groupe A

Amoxicilline

Amoxicilline + Acide clavulanique
Ampicilline

Ampicilline + Sulbactam

Pénicillines
du groupe G ETV

Benzathine benzylpenicilline
Benzathine pén[cilline (forme Iong retard)

Pénicillines G = benzylpénlcl/llne sodique
Pénicilline V

PENICILLINES

Pénicillines du groupe M

Cloxacilline
Oxacilline

Carboxypénicillines

Uréidopénicillines

Ticarcilline
Ticarcilline + Acide clavulanique

Pipéracilline
Pipéracilline + Tazobactam

Aminidopénicillines

Pivmécillinam

Témocilline

Témocilline

CARBAPENEMES

Ertapénem
Imipénem + Cilastatine
Méropénem

MONOBACTAME

CEPHALOSPORINES

Céphalosporines
de 1%* génération (C1G)

Céphalosporines
de 2°™ génération (C2G)

Aztréonam

Céfaclor

Céfadroxil
Céfalexine
Céfalotine
Céfazoline
Céfradine
Céfamandole
Céfoxitine
Céfuroxime sodique
Céfuroxime axétil

C3G orales

Céfixime
Cefpodoxime proxétil
Céfodiam hexétil

Céphalosporines
de 3*"* génération

(C3G) C3G injectables

Céfépime
Céfotaxime
Cefpirome
{Qe fazidime

FOSFOMYCINE

Fosfomycine
Fosfomycine trométamol

GLYCOPEPTIDES

Teicoplanine
Vancomycine

LIPOPEPTIDE

Daptomycine

POLYMYXINES

Polymyxine E ou colistine

AMINOSIDES

Amikacine sulfate
Gentamicine
Neomycine (associée)
Nétilmycine
Spectinomycine
Streptomycine
Tobramycine

MACROLIDES
ET APPARENTES

MACROLIDES VRAIS

Amphotericine B
Azithromycine
Clarithromycine
romycine
Josamycine
Midécamycine
Roxithromycine

LINCOSAMIDES

Clindamycine
Lincomycine

KETOLIDES

Télithromycine

SYNERGISTINES

Pristinamycine

PHENICOLES

Thiamphénicol

CYCLINES

Chlortetracycline
Doxycyclme

thyIV lenecycline
Mmocyclme
Tigécycline

ACIDES FUSIDIQUES

Acide fusidique

OXAZOLIDINONES

Linézolide
Tedizolid

QUINOLONES

QUINOLONES
URINAIRES

QUINOLONES 1£RE GENERATION

':ldds pipémidique

FLUOROQUINOLONES

Enoxacine
Loméfloxacine
Norfloxacine

QUINOLONES
SYSTEMIQUES

FLUOROQUINOLONES

Ciprofloxacine
Ofloxacine

QUINOLONES

ANTIPNEUMOCOCCIQUES

FLUOROQUINOLONES

Lévofloxacine
Moxifloxacine

QUINOLEINES

Hydroxyquinoléine

MUPIROCINE

Mupirocine

AUTRES

Rifamycine

SULFAMIDES

Sulfadiazine

Sulfadiazine + Pyriméthamine

Sulfaméthizol

Sulfafurazole + Erythromycine
+

PRODUITS
NITRES

NITROFURANES

Nitrofurantoine
Nifuroxazide

NITRO-IMIDAZOLES

Métronidazole
Ornidazole
Tinidazole

ANTITUBERCULEUX

Ethambutol

Isoniazide

Isoniazide + Rifampicine
Pyrazmamlde

leabutme




Annexe 2 — Détails du calcul du marché mondial de 1’antibiothérapie selon différentes études

de marché.

Global antibiotic market size 2020 ($B) Projections (2026) CAGR

Fortune Business Insights 37,35 43,06 2,50%
Research and Markets 46,66 64,39 5,80%
Mordor Intelligence 46,69 63,09 5,14%
Grand View research 40,70 53,00 4,50%
Technavio 28,19 38,65 5,40%
Market Data Forecast 46,80 57,40 4,00%
Research Dive 42,42 56,45 4,00%
The Insight Partners 44,11 55,81 4,00%
Market Research 40,70 59,14 6,50%
Adroit Market Research 46,69 56,77 5,14%
Business Wire 45,08 62,50 5,30%
BCC Research 44,40 70,70 8,10%
Kenneth research 40,85 53,50 4,60%
Moyenne 42,36 56,50 5,00%

Annexe 3 — Charge annuelle des infections par des bactéries résistantes présentant un danger

de santé publique recensées en 2015 en Europe (Cassini, Alessandro et al., The Lancet, 2019, doi :
10.1016/ S1473-3099(18)30605-4)

Txfén(;il:: Nombre Risque de décés lors
d'infections médian d’une infection a
recensées de décés Dbactérie résistante (%)

E. coli résistante aux C3G 297416 9066 3,0%
E. coli résistante a la colistine 7156 621 8,7%
E. coli résistante aux carbapénémes 2619 141 5,4%
S. aureus résistante a la méthicilline (SARM) 148727 7049 4,7%
K. pneumoniae résistante aux C3G 68588 3687 5,4%
K. pneumoniae résistante aux carbapénémes 15947 2118 13,3%
K. pneumoniae résistante a la colistine 7450 1635 21,9%
P. aeruginosa résistante aux carbapénemes 61892 4155 6,7%
P. aeruginosa résistante a la colistine 1261,9 84,5 6,7%
P. aeruginosa multirésistante 9028 572 6,3%
A. baumanii résistante aux carbapénemes 27343 2363 8,6%
A. baumanii multirésistante 2181,5 100 4,6%
S. pneumoniae résistante a la pénicilline 2836 172 6,1%
S. pneumoniae résistante a la pénicilline + macrolides 2013 172 8,5%
E. faecalis / E. faecium résistantes a la vancomycine 16146 1081 6,7%
Total 671689 33110 4,9%
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Annexe 4 — Rémunération annuelle des médecins travaillant sur les maladies infectieuses et le

VIH par rapport a d’autres domaines médicaux aux Etats-Unis (Review on Antimicrobial
Resistance, 2015).

Doctors’ annual pay for working
on Infectious Disease and HIV
compared to other medical fields
in the US (2012)

$100,000
$200,000
$300,000

Gynaecology and Women's Health
Nephrology

Pathology

Neurology
Psychiatry and Mental Health

Diabetes and Endocrinology

HIV and Infectious Disease
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infections et de 1’antibiorésistance (Ministére des solidarités et de la santé, 2022)
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Stratégie nationale 2022-2025 de prévention des infections et de I'antibiorésistance

AXE 1.
LAPPROPRIATION PAR

LE GRAND PUBLIC DES PRINCIPES
DE LA PREVENTION DES INFECTIONS
ET DE ANTIBIORESISTANCE

O) EDEAIE] : Renforcer I'apprentissage sur la prévention des infections et
de I'antibiorésistance dés le plus jeune age

ACTION 1 : Renforcer I'enseignement de la
prévention des infections et de I'antibioré-
sistance dés le plus jeune age.

Pilote : Mission ministérielle de Prévention
des Infections et de I'Antibiorésistance du
MSS (MSS/MMPIA)

usage des antibiotiques

ACTION 3: Mettre en ceuvre une campagne
de promotion de la santé aux niveaux natio-
nal et régional (en utilisant les techniques
de marketing social), dans le cadre d'un
programme de communication pluriannuel
centré sur le bon usage des antibiotiques, les
déterminants et les conséquences de I'anti-
biorésistance.

Pilote : Santé publique France

ACTION 4 : Diffuser les ressources dispo-
nibles pour le grand public.
Pilotes : MSS/MMPIA en lien notamment
avec Santé publique France

ACTION 5 : Sensibiliser le grand public aux
gestes de prévention des infections commu-
nautaires les plus fréquentes dans le but de
réduire I'incidence des infections, de prévenir
les épidémies saisonniéres ainsi que I'antibio-
résistance et les risques émergents.

Pilotes : Cnam en lien avec Santé publique
France

ACTION 2: Intégrer la prévention des infec-
tions et de I'antibiorésistance dans les évé-
nements marquants du parcours du citoyen
en devenir.

Pilotes : MSS/MMPIA et MSS/DGS/SP en lien
avec MSS/SGMAS

EIDIEAIE] : Sensibiliser le grand public a la prévention des infections
communautaires et des infections associées aux soins ainsi qu‘au bon

ACTION 6 : Sensibiliser le grand public afin
d'optimiser la prise en charge des infections
bénignes.

Pilotes : MSS/MMPIA en lien avec la Cham et
Santé publique France

ACTION 7: Sensibiliser les parents et les pro-
fessionnels de la petite enfance a la préven-
tion des infections et de l'antibiorésistance.

Pilotes : MSS/MMPIA et MSS/DGCS/SD2C en
lien avec Santé publique France
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ACTION 8: Intégrer a tous les niveaux (natio-
nal, régional et local) des représentants des
usagers dans les instances de pilotage de la
prévention des infections et de I'antibioré-
sistance.

Pilotes : MSS/MMPIA en lien avec les ARS

AXE 2.

ICDIEAAE] : Renforcer la place des organisations nationales régionales
et représentants des usagers dans les dispositifs nationaux et régionaux

ACTION 9: Mobiliser les organisations natio-
nales et régionales intéressées par la préven-
tion des infections et de I'antibiorésistance
afin de les associer dans la promotion des
différentes actions.

Pilotes : MSS/MMPIA en lien avec les ARS

DU CITOYEN USAGER DU SYSTEME DE SANTE

AU PROFESSIONNEL DU SECTEUR DE LA SANTE :
UNE CONTINUITE NECESSAIRE A LA PREVENTION
DES INFECTIONS ET DE ANTIBIORESISTANCE

©

ACHEION0: Ftudier la pertinence des outils
d'information et de formation des usagers
(patients, aidants) dans les domaines de la
prévention et de la détection des infections

IDE4TE] : Développer le partenariat patient en matiére de prévention
des infections et de I'antibiorésistance

associées aux soins ainsi que du bon usage
des antibiotiques.

Pilote : Santé publique France

O) IEDESIEE] : Renforcer la formation des professionnels/administratifs
de santé et du médico-social a la prévention des infections et de

I'antibiorésistance

ACTION 11: Renforcer la place de la préven-
tion des infections et de 'antibiorésistance
dans la formation initiale des professionnels
de santé.

Pilotes : MSS/MMPIA et MSS/DGOS/RH1, en
lien avec MESRI/DGESIP

ACTION 12 : Renforcer les connaissances et
les compétences des professionnels de san-
té sur la thématique.

Pilotes : MSS/MMPIA et MSS/DGOS/RH2-RH4

ACTION 13 : Renforcer la formation spéci-
fique des professionnels des structures lo-
cales en charge des actions de prévention
des infections et de I'antibiorésistance.

Pilotes : MSS/MMPIA et MSS/DGOS/RH1-RH2

ACTION 14 : Renforcer la formation des ad-
ministratifs de la santé et du médico-social
sur la prévention des infections et de I'anti-
biorésistance en lien avec I'EHESP.

Pilote : MSS/MMPIA
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AXE 3.

RENFORCEMENT DE LA PREVENTION

DES INFECTIONS ET DE ANTIBIORESISTANCE
AUPRES DES PROFESSIONNELS DE SANTE TOUT
AU LONG DU PARCOURS DE SANTE DU PATIENT

ACTION 15 : Amplifier, diversifier et innover
dans les actions de promotion des précau-
tions standard (notamment I'hygiene des
mains) dans les trois secteurs de soins.

Pilotes : MSS/MMPIA, MSS/DGOS/PF, MSS/
DGCS/SD3 en lien avec Santé publique
France (mission nationale concernée) et HAS

ACTION 16: Adapter et renforcer les actions
de prévention des infections et de I'antibio-
résistance en ESMS.

Pilotes : MSS/DGCS/SD3 en lien avec Santé
publique France, MSS/MMPIA et les ARS

ACTION 17 : Renforcer 'adhésion a la vaccination
des personnes cibles et des professionnels de la
santé et du médico-social au moyen de cam-
pagnes d'information et de sensibilisation en lien
avec la stratégie nationale de vaccination.

Pilotes : MSS/DGS/SP en lien avec MSS/MMPIA

ACTION 20: Disposer de recommandations
professionnelles et outils permettant de gui-
der les pratiques et les diffuser largement.

Pilotes : MSS/MMPIA en lien avec HAS

ACTION 21 : Renforcer |'utilisation d'outils
existants d'aide a la prescription par les pro-
fessionnels de santé pour promouvoir les
bonnes pratiques.

Pilotes : MSS/MMPIA, MSS/DGS/PP, MSS/
DREES, Santé publique France, Cnam et HAS

EDESITE] : Inciter les professionnels de santé a appliquer et
promouvoir les mesures de prévention des infections et I'antibiorésistance

ACTION 18 : Inciter tous les professionnels
intervenant tout au long du parcours de
santé du patient a mettre en place un pro-
gramme d‘actions de prévention et controle
de l'infection et de bon usage des antibio-
tiques avec évaluation des actions, incluant
I'utilisation et la promotion des outils déve-
loppés par les missions nationales.

Pilotes : Santé publique France en lien avec
MSS/MMPIA et les ARS

AGHEIONSI9m Explorer de nouvelles pistes
d'actions concretes de prévention et
contrdle de l'infection et de bon usage des
antibiotiques, dans une perspective inter-
professionnelle.

Pilote : MSS/MMPIA

@ EIDEAIE] : Inciter les professionnels au bon usage des antibiotiques

ACTION 22 : Développer de nouvelles interven-
tions promouvant le bon usage des antibiotiques.

Pilotes : MSS/MMPIA , MSS/DGS/PP, MSS/
DSS/1C et Cnam

ACTION 23 : Etablir un cahier des charges
d'un systeme d'aide a la décision médicale
pour optimiser les pratiques et favoriser
son utilisation, développer des outils numé-
riques promouvant le bon usage des antibio-
tiques et favoriser leur utilisation.

Pilotes : MSS/DSS/1C en lien avec MSS/MM-
PIA, MSS/DNS et HAS
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AXE 4.

RENFORCEMENT DU MAILLAGE TERRITORIAL
DE LA PREVENTION ET DU CONTROLE
DE L'INFECTION ET DU BON USAGE

DES ANTIBIOTIQUES

©

ACTION 24 : Poursuivre et renforcer la mise
en ceuvre des actions des centres d‘appui
CPias et CRAtDb.

Pilotes : MSS/MMPIA en lien avec MSS/DGOS/
PF et les ARS

AGHION=28m Poursuivre les actions du ré-
seau national des CPias, mettre en ceuvre le
réseau national des CRAtb et favoriser la sy-
nergie et les partages d'expérience.

Pilotes : MSS/MMPIA en lien avec Santé
publique France

©

AGTEION=282 Mettre en place un suivi de la
synergie d’actions au niveau régional des
CPias et des CRAtb ainsi qu’au niveau local
des EMA/référents/EMH/EOH, notamment
par les futures missions nationales pilotées
par Santé publique France, en soutien des

EDESITE] : Développer les réseaux territoriaux
de prévention des infections et de I'antibiorésistance

AGHEION=26m Mettre en place de nouvelles
missions nationales de prévention et surveil-
lance des infections associées aux soins et
de I'antibiorésistance en soutien des actions
des CPias et des CRAtb, avec détermination
des objectifs associés a ces missions.

Pilote : Santé publique France

ACTION 27 : Renforcer les ressources hu-
maines des équipes territoriales et locales
spécialisées dans les infections associées aux
soins et dans le bon usage des antibiotiques.

Pilotes : MSS/MMPIA en lien avec MSS/DGOS/
PF, MSS/DGCS/SD3 et les ARS

(oJ-]] {91131 : Renforcer la synergie entre les actions de prévention et
contrdle de I'infection et les actions de bon usage des antibiotiques

actions des CPias et des CRAtb, via les indi-
cateurs inclus dans les rapports d'activités
annuels des CPias et des CRAtb.

Pilotes : MSS/MMPIA et Santé publique
France, en lien avec les ARS
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AXE 5.

UTILISATION PARTAGEE DES DONNEES DE SANTE
ET DE SURVEILLANCE AU SERVICE DE L'ACTION

O) EDEAIE] : Disposer d’indicateurs utiles aux différents acteurs
(avtorités sanitaires, professionnels de santé) pour piloter la stratégie

nationale, régionale et locale

ACTION 29 : Disposer d'un tableau de bord
d'indicateurs avec cibles, pour piloter la
stratégie nationale/régionale/locale de pré-
vention et contrdle de I'infection et de bon
usage des antibiotiques, et renforcer la dif-
fusion a I"échelle nationale et régionale des
données et indicateurs disponibles pour fa-
voriser leur utilisation au service de I'action.
Pilotes : MSS/MMPIA, Santé publique France
en lien avec Cnam, MSS/DREES et HAS

AGEION30: Développer de nouveaux indi-
cateurs relatifs a la prévention des infections
et de l'antibiorésistance et mobiliser les le-
viers incitatifs existants.

Pilotes : MSS/MMPIA, en lien avec ATIH,
Cnam, MSS/DREES, HAS, MSS/DGOS/PF-R et
Santé publique France

O) EOEAILEA : Renforcer la surveillance et partager

les pratiques probantes

ACTION 31: Améliorer la couverture natio-
nale du recueil de données sur I'antibiorésis-
tance.

Pilotes : Santé publique France en lien avec
MSS/DGS/PP

ACTION 32 : Renforcer la connaissance des
outils d'alerte (e.g. portail des signalements)
au travers d'une campagne de sensibilisation
des professionnels et du grand public.
Pilotes : MSS/DGS/VSS-MICOM en lien avec
Santé publique France

AGHION=33m Partager les expériences de
prévention des infections et de I'antibioré-
sistance afin d’améliorer les pratiques.
Pilotes : HAS en lien avec Santé publique
France et les ARS
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AXE 6.

POUR UNE RECHERCHE INNOVANTE

ET ATTRACTIVE

ACTION 34 : Encourager une recherche
transversale, collaborative et interdiscipli-
naire dans le champ de la prévention des in-
fections et de |'antibiorésistance.

Pilotes : Inserm en lien avec MESRI et MSS

AXE 7.

ACTION 35 : Développer et renforcer des
secteurs de recherche particuliers.

Pilotes : Inserm en lien avec MESRI et MSS

DEVELOPPER UNE DIMENSION

« PRESERVATION DE L'ENVIRONNEMENT »
DANS LES ACTIONS DE PREVENTION DES
INFECTIONS ET DE ANTIBIORESISTANCE

AGHEION=36s Limiter |a pollution environne-
mentale lors de la production des antibio-
tiques.

Pilotes : MSS/DGS/PP en lien avec MTE

ACTION 37 : Limiter la pollution environ-
nementale lors de I'utilisation des antibio-
tiques.

Pilotes : MSS/DGS/PP en lien avec MTE

ACTION 38 : Maitriser la production de dé-
chets liquides ou solides lors des soins, en
particulier les déchets d'activité de soin a
risque infectieux (DASRI).

Pilotes : MSS/DGS/EAT en lien avec MSS/
DGOS/PF2
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AXE 8.

VALORISER ET PRESERVER LES PRODUITS
CONTRIBUANT A LA PREVENTION DES INFECTIONS
ET A LA MAITRISE DE ANTIBIORESISTANCE

ACTION 39 : Préserver l'arsenal thérapeu-
tique existant en adoptant des mesures
incitatives permettant de garantir la dispo-
nibilité des antibiotiques dont le brevet est
tombé dans le domaine public.

Pilotes : MSS/DGS/PP en lien avec MSS/
DSS/1C, MSS/MMPIA et ANSM

AXE 9.

ACTION 40 : Explorer les mécanismes inci-
tatifs permettant l'arrivée et le maintien sur
le marché de produits et technologies in-
novants de prévention des infections et de
maftrise de |'antibiorésistance.

Pilotes : MSS/DGS/PP en lien avec MSS/

MMPIA, MSS/DSS/SD1, ANSM, HAS et MEFR/
DGE

PARTICIPER AU RAYONNEMENT
DE LA FRANCE A L'INTERNATIONAL

ACTION 41 : Renforcer la participation du
MSS aux événements et initiatives clés sur la
thématique.

Pilotes : MSS/DAEI, MSS/MMPIA, MSS/DGS/
MAEI

ACTION 42 : Continuer d’explorer la possibi-
lité de financer des instances internationales
comme I'OMS ou I'OCDE sur des actions de
prévention des infections et de I'antibioré-
sistance.

Pilotes : MSS/DAEI en lien avec MSS/MMPIA
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PHAGE ACTIVE PHARMACEUTICAL
INGREDIENTS

DEFINITION

Phage active pharmaceutical ingredients (APIs) are
pharmaceutical raw materials containing naturally occurring
bacteriophages (phages in short), which are viruses that infect
bacteria. Phages are composed of proteins that encapsulate a
DNA or RNA genome, and may have relatively simple or
elaborate structures. Phages replicate within a bacterium
following the injection of their genome into its cytoplasm.

Phage APIs are intended for use as active ingredients of
phage magistral preparations for in vivo treatment of bacterial
infections (phage therapy).

Phage APIs are available as aqueous physiological solutions
containing natural lytic phages (e.g., saline or glucose
solutions) that may contain a buffer or as dried or freeze-
dried powder. As active ingredients of magistral preparations,
they are intended to be diluted or reconstituted and/or
combined with the necessary excipients, in a hospital
pharmacy officina, immediately before use on a named
patient basis. Dosage forms may consist of capsules, creams,
ointments, liquid preparation for oral use, cutaneous
application, inhalation or parenteral administration, etc. The
excipients needed to formulate these dosage forms must
allow the required phage activity during the intended
application period.

Each phage API contains one phage strain and various phage
strains APIs may be combined into one magistral preparation
to broaden the spectrum of activity of the medicine.

The magistral preparation of phage therapy products is a
practical way for medical doctors to personalize
antibacterial treatments.

This monograph does not apply to phage derived products
such as phage endolysins. It does not necessarily apply to
phage products for veterinary use or for decontamination
purposes.

In addition to the requirements specified in this general
monograph, specific requirements for production, in process
testing and release testing might be included in individual
monographs.

PRODUCTION

MANUFACTURING PROCESS

Phage APIs are generally obtained by propagation in host
bacterial strains and are purified using appropriate methods
shown to preserve the biological properties of the phages.
Phage APIs are manufactured under conditions designed to
minimise microbial contamination and phage degradation.

Purification procedures need to be designed to minimize the
content of harmful bacterial or culture medium components
(e.g., bacterial endotoxins and animal products).

The manufacturing process must be described in detail
(equipment, materials, culture media, additives, culture
conditions, purification steps,..) in standard operating
procedures (SOPs) and must be validated to confirm that the
process can reliably output phage APIs of a determined
standard.

The following manufacturing process has shown to be
suitable for the small-scale production of qualitatively
acceptable and safe phage APIs. It is indicative and based on
the state of the art and available knowledge from peer
reviewed scientific literature.

The manufacturing process comprises various stages.

De novo phage isolation. Natural phages are generally
isolated from environmental samples such as sewage and
river water or from clinical samples. Usually, the sample,
culture medium and phage sensitive host bacteria (typically
107-108 colony forming units (cfu)) are mixed in a sterile
container and incubated under appropriate conditions
(typically at 37°C for 1-3 h). If justified, a small volume of
chloroform is added and the container is further incubated at
4°C for a short period of time (typically for 1 h). Host
bacteria are removed using membrane filtration (0.2-0.5 pm)
or by centrifugation. Usually, phages are isolated on
bacteriophage sensitive bacteria following the ‘double agar
overlay method’. Phage lysate is mixed with lukewarm
(typically 45°C) culture medium containing 0.5-1% agar and
a suspension of bacteriophage sensitive host bacteria
(typically 107-10° cfu/ml) in a sterile container. This mixture
is transferred to a sterile cell culture container with culture
medium containing 1-3% agar and incubated under
appropriate conditions (typically at 37°C for 12-36 h). The
resulting plaques (‘clear’ zones formed in a lawn of bacterial
cells due to lysis by phages) with different morphology are
transferred to sterile culture media in sterile containers and
incubated under appropriate conditions (typically at 37°C for
1-3 h). If justified, a small volume of chloroform is added
and the containers are further incubated at 4°C (typically for
1 h). For each container, a dilution series (typically log(0) -
log(-8)) is made in sterile containers filled with culture
medium. A part from each dilution is mixed with lukewarm
(typically 45°C) culture medium containing 0.5-1% agar and
a suspension of bacteriophage sensitive host bacteria
(typically 107-10° cfu/ml) in a sterile container. This lysate
mixture is transferred to cell culture containers with culture
medium containing 1-3% agar and incubated (typically at
37°C for 12-36 h). Plates showing 1-10 plaques are visually
analysed. Again, all plaques with different morphology are
transferred to sterile culture medium in sterile containers and
incubated (typically at 37°C for 1-3 h). This complete cycle
is repeated until phage lysates with one plaque morphotype,
containing one phage clone, are obtained (homogeneous
plaques).
If warranted, phages can be incited to evolve in vitro to
exhibit broader host range or higher Iytic activity under
physiological conditions (e.g., temperature and pH).
Phage seed lots. Phage seed lots are usually prepared using a
slightly modified double-agar overlay method. If justified,
another adequate solidifying agent than agar can be used.
Monoclonal phage lysate (typically containing 10°-10°
plaque forming units (pfu)) is mixed with lukewarm
(typically 45°C) culture medium containing 0.5-1% agar and
a suspension of phage sensitive host bacteria (typically 107-
10° cfu/ml) in a sterile container. This mixture is transferred
to a sterile cell culture container with culture medium
containing 1-3% agar and incubated (typically at 37°C for
12-36 h). If justified, a small volume of chloroform is added
and the container is further incubated at 4°C (typically for 1
h). The top agar layer is recuperated and transferred to a
sterile container. Alternatively, buffer solution is added to the
top agar layer. The cell culture container is shaken (typically
Jfor 1-3 h) and the buffer solution is recuperated. Bacterial
cells and cell debris are removed, usually by centrifugation
(e.g., 20 min at 6 000g) followed by membrane filtration
(0.2-0.5 um). Phage seed lots can be stored using validated
preservation/storage (cooling, cryopreservation, freeze-

drying,..) methods.

Phage APIs. Phage APIs are prepared in the same way as
phage seed lots, but starting from characterised and quality
controlled phage seed lots instead of phage lysates. If
justified, other agreed manufacturing methods can be used. In
addition, bioburden as well as the levels of impurities,
including endotoxins (especially for Gram negative host
bacteria) are minimized using appropriate methods (e.g.

Annexe 6 — Monographie belge sur les phages, « phage active pharmaceutical ingredients »
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dedicated filters, affinity columns, tangential flow filtration,
cesium chloride banding).

QUALITY SYSTEM AND PRODUCTION ENVIRONMENT

Phage seed lots and phage APIs should be manufactured
under a quality system.

The manufacturing of phage APIs from phage seed lots takes
place in an environment with specified air quality and
cleanliness to minimize the risk of contamination. The
effectiveness of these measures is validated and monitored.
Where phage APIs are exposed to the environment during
processing, without a subsequent microbial inactivation or
removal process, an air quality with particle counts and
microbial colony counts equivalent to those of Grade A as
defined in the current European Guide to Good
Manufacturing Practice (GMP), Annex 1 and Directive
2003/94/EC is required with, if the system is not closed, a
background environment at least equivalent to GMP Grade B
in terms of particles and microbial counts. The biosafety
level (BSL) is determined by the host bacteria used in the
production processes (e.g., BSL-2 for Pseudomonas
aeruginosa).

EQUIPMENT AND MATERIALS

All equipment and material are designed and maintained to
suit its intended purpose and must minimize any hazard to
recipients and staff. All critical equipment and technical
devices are identified and qualified, regularly inspected and
preventively maintained in accordance with the
manufacturers’ instructions. Where equipment or materials
affect critical processing or storage parameters (e.g.,
temperature, pressure, particle counts and microbial
contamination levels), they must be identified and subjected
to appropriate monitoring, alerts, alarms and corrective
action, as required, to detect malfunctions and defects and to
ensure that the critical parameters are maintained within
acceptable limits at all times. All equipment with a critical
measuring function is calibrated against a traceable standard
if available. Maintenance, servicing, cleaning, disinfection
and sanitation of all critical equipment are performed
regularly and recorded accordingly.

SOPs detail the specifications for all critical materials and
reagents. In particular, specifications for culture media,
additives (e.g., solutions) and packaging materials are
defined. Where applicable, reagents and materials meet
compendial requirements and/or documented specifications
and the requirements of Regulation 2017/745 of the
European Parliament and of the Council of 5 April 2017 on
medical devices and Regulation 2017/746 of the European
Parliament and of the Council of 5 April 2017 on in vitro
diagnostic medical devices. Animal component free culture
media and additives should preferably be used. If materials of
human or animal origin are used, measures to control
endogenous and adventitious agents including transmissible
spongiform encephalopathy (TSE) agents should be
implemented. Material from TSE-relevant animal species
should be subjected to a risk assessment to demonstrate that
TSE risk factors have been considered and that the risk has
been minimized by applying the principles described in the
general text Ph. Eur. 5.2.8 and the Note for Guidance on
Minimizing the Risk of Transmitting Animal Spongiform
Encephalopathy Agents via Human and Veterinary
Medicinal Products (EMEA/410/01). Compliance to these
requirements may be demonstrated on production of a TSE
Certificate of suitability granted by the EDQM.

Host bacteria used in the manufacturing process are as safe
(or least pathogenic) as possible. Non-lysogenic bacterial
strains are used, if possigle.

TESTS

Various tests can be applied, but validated tests measuring
the identity and quantity of phages, bioburden, bacterial
endotoxin levels, pH and, where relevant, water content and
residual chloroform of phage APIs, performed by a Belgian
Approved Laboratory, are mandatory.

HOST BACTERIA

Identification. State of the art clinical microbiology
techniques.

PHAGE SEED LOTS

Phage identification. State of the art DNA or RNA
sequencing and genome analysis. When reliable in silico
morphology prediction is not possible, phage morphology
should be determined by electron microscopy.

Phage enumeration. The phage enumeration of the phage
seed lot should be determined using an appropriate method
(e.g. pfu determination, gPCR).

Phage purity. Absence of adventitious agents (e.g., other
phages, bacteria, viruses) should be demonstrated using an
appropriate method, unless otherwise justified (e.g. virus
testing may be omitted if no or only autoclave-sterilized
material of human or animal origin is used).

Detection of genetic determinants conferring toxicity,
virulence, lysogeny and antibiotic resistance. State of the
art DNA or RNA sequencing and genome analysis.

Raw sequencing data must be provided in a broadly accepted
format (e.g. FASTQ) to a Belgian Approved Laboratory for
review and approval.

PHAGE APIs

All tests are performed under appropriate quality standards
(e.g. ISO17025).

Phage identification. The phage strain of a phage API is
determined using a validated or qualified phage identification
test (e.g. specific PCR, qPCR..)

Quantitative assessment of phages. The potency of the
phage API is determined using a validated or qualified assay
(e.g. phage-specific gPCR).

Quantitative bioburden determination (EP 2.6.12). The
total aerobic microbial count is determined using the official
Ph.Eur. method or, where justified and authorised, using a
validated alternative method. Phage APIs are required to
contain < 10 cfu/100 ml or g.

Bacterial endotoxins (EP 2.6.14). The test for bacterial
endotoxins is used to detect and quantify endotoxins of gram-
negative bacterial origin using amoebocyte lysate from
horseshoe crab (Limulus polyphemus or Tachypleus
tridentatus). The endotoxin concentration in the phage API
should remain below the endotoxin threshold specified in the
individual monograph. The endotoxin limit depends on the
final therapeutic product (magistral preparation) and its route
of administration and is stated in the individual monograph
according to comzendial requirements. The maximal dose
administered by the intended route per hour should not
contain sufficient endotoxin to cause a toxic reaction. For
instance, as stated in EP 5.1.10, the maximum dose for
intravenous injection is 5 Endotoxin Units (EU)/kg/h.
Potentiometric determination of pH (EP 2.2.3). The pH
should conform to the pH specifications set forth in the
individual monograph, usually 6.0-8.0 pH.

Water content (EP 2.5.12 or 2.5.32). Dried phage APIs are
tested for water content. The maximum water content is 3.0
per cent m/m, unless otherwise stated in specific monograph
(e.g. APIs intended for oral lyophilisates).

Impurities. Process-related impurities should be quantified
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and qualified. In particular, when chloroform or any other
particular reagent is used in the manufacture of the phage
API, an appropriate validated procedure is to be employed
for the quantification of the residual chloroform/reagent.
Appropriate acceptance criteria should be set up such that the
amounts of chloroform/reagent intake are consistently below
levels that are demonstrated to be safe.

STORAGE

Phage APIs should be stored under the conditions specified
in the individual monograph.

SHELF LIFE

Phage quantity using a stability indicative method,
bioburden, pH and, where relevant, water content are
periodically determined. The shelf life is the time period
during which phage quantity, bioburden, pH and, where
relevant, water content of the API remain within the limit
thresholds specified in the individual monograph.

LABELLING
The label states:
— the identity and quantity of the phages within the API;
— the type of species and strain of host bacteria used as a
substrate for the production of the phage API;
— the type of species and strains of bacteria that the phages
are able to lyse;
— the storage conditions;
— the production date;
— the expiration date;
— for dried preparations:
— the name, composition and volume of the
reconstituting liquid to be added;
— the period of time within which the preparation is to
be used after reconstitution;
— instructions for reporting serious adverse reactions
and/or events;
— instructions how to dispose of unused (expired)
bacteriophage products.

SURVEILLANCE

The clinical use of phage API based magistral preparations
must be surveyed and reported, including possible adverse
events and reactions associated with their use. A centralized
reporting system and a register for therapeutic phage
applications are warranted.
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Annexe 7 — Abstract du poster présenté en juin prochain — Rime Bioinformatics

High throughput annotation of a year worth of published Vibriophages genomes:
a meta-analysis

Antoine Culot : Rime Bioinformatics SAS, Palaiseau, France
contact@rime-bioinformatics.com

Vibrio spp. are responsible for several major fish diseases, leading to heavy loss in aquaculture farms. They
represent a promising target for phage therapy. In-depth study of phages genomes is a key step to assess
their safety before therapeutic use. However, phage genomes have different structures than their bacterial
hosts, such as a higher coding density (CD) and smaller, overlapping genes. In this study, we assessed the
quality of genome annotations of vibriophages published last year.

179 published Vibriophage genomes were analyzed using a high throughput pipeline designed to screen for
therapy compatible phages in large collections. To ensure repeatable results, multiple heuristics and
databases were used for structural and functional annotations.

The median genome size was 59 kbp. The average compute time per phage was 30 min on a single core. The
published annotations yielded 24% of functionally annotated genes on average, and an 89% average coding
density. After the new analysis, +6% new genes were detected on average, and 49% of the genes had
functional annotation. The newly detected genes were small (215 bp on average; average overall gene size
was 590 bp), and +18% overlapping genes were detected. Published mean intergenic region size (IRS) was
93 bp on average and decreased to 75 bp after the new study. Eventually, the average CD was +2.14%
higher (92%) after our analysis.

Those results prove that the average quality of phage genome annotations can be strongly improved using
our high throughput pipeline. 1) The high number of overlapping genes detected, 2) the smaller size of the
newly detected genes, and 3) the reduced IRS suggests that our analysis takes better consideration of the
characteristics of phage genomes. However, 49% of functionally annotated genes is not enough to prove the
absence of harmful genes (such as antibiotic resistance or virulence) in a genome. This pipeline is best suited
to screen a large collection, before a deeper annotation.

Keywords : Aquaculture ; Phage therapy; Genome; Annotation
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Annexe 8 — Poster de I’étude preuve de concept sur I’annotation de phages par Rime Bioinformatics

Phage genome annotation: is this phage actually safe for therapeutic use ?

Antoine Culot. Rime Bioinformatics SAS, 104 avenue du Général Leclerc, 91120, Palaiseau, FRANCE.

INTRODUCTION : Phage’s genomes peculiar structure Method: New annotation of a published genom

The study of phages genomic properties is one of the main steps to assess their safety for therapeutic use [1].
This process enables detection of genes that make phages potentially harmful for the patient or the environ-
ment, such as antibiotic resistance, lysogeny, and pathogenicity genes. Phage genome annotation is traditio-
nally d using bioi ics tools that are designed for bacterial [2]. However, the different
genome structure of phages and lack of phage gene entries in annotation databases cause poor gene calling
performance and poor gene function annotation when bacteria-focused tools are used for phages.
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The peculiarities of phages genomes (Fig. 1) are rarely accounted for. This leads to insufficient charac-
terization of phages that are considered for phage therapy. This problem is illustrated by phage
VVP001, which infects Vibrio vulnificus, a marine bacteria responsible for heavy loss in aquaculture

farms as well as food poisoning [3]. The very ising anti-bacterial properties of this virus have

been studied in vitro, in vivo, in silico and published by Kim et al in 2021 [3]. The genome of VVP001 Gene of known function
was studied using state of the art -but bacteria focused- analysis methods and is poorly described : Gene of known function
only 17% of the genes are functionally annotated. How can we be sure no dangerous genes are

present in the remaining 83% of the genome ? Similar cases to VVP001 (about 20% of functionnal- Gene of unknown function

ly annotated genes) are common in recent scientific literature, which underlines the difficulty of

phage genome annotation. Functionally annotated

genome

Our aim is to demonstrate how combining multiple manual and automatic approaches for struc-
tural and functional annotation can improve the analysis result to reach higher confidence in the
phage’s harmlessness for patients and the environment.
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Fig 2. Genome map of phage VWP0O1, as published by Kim et al in 2021 (3] Fig3. P ly
The original annotation of VWP001’s genome described 102 CDS, among which 17 (16,7%) were functionally annotated (Fig 2). This ion leaves isingly large ding zones (in white, at 45 906 bp or 74 683 bp for exa-

mple) which are especially rare in the usually densely packed genomes of phages. The new functionnal annotation (Fig 3) enabled the detection of 126 (+24%) genes. 93 of them (74%) were functionally annotated.

At the end of their study of phage VVP001’s genome, the authors underline the absence of toxin-coding or virulence factor coding genes, thus suggesting the harmlessness of this phage for phage therapy. This exemplifies the widely
spread difficulty of phage genome annotation in the literature: authors are often left betting on the absence of unwanted genes when only 20-30% of the genome is annotated. Such conclusions are hazardous : using phages of which
70-80% of the g is could help resistance or virulence genes.

The analysis presented in this poster determined that the presence of unwanted
genes is unlikely, thus making VVP001’s usage for phage therapy safe, from the CONCLUSION
gene content point of view. Still, it is not impossible that new, never described and
unwanted genes are present in this genome among the grey regions (Hypothetical

proteins, Fig. 3). Despite the high quality of annotations currently achievable, bioin- Takin i 7
g the peculiar genome structure of phages into account allowed
fo:'matics tofols ?"" ne:d to be imp! to reach a full c on the har- » 100% to detect 33 (24%) more genes in phage VVP001’s genome. As this de-
miessness of a given phage. g tection is the result of the comparison of several gene calling methods,
it is more r¢ The f numer lare % rri
Finally, the greater precision of the multi-method pipeline comes at the expense of g 73% \:s:\g Z r;er::r St The 8 sagaﬁou thee o a 9¢ dalabases queof ;g
timeand = pw{er. Manual " is Indegdaleng(hy ;?mcess,and 0 ] (73%) genes, when only 17 (16%) genes were previously associated
are the automatic functionnal annotation steps, which also require a powerful 2 with a function.
computing cluster to run. Such detailed analysis are therefore not reasonably . )
<
doablefor all phages. H Knowing the function of 73% of the genome of phage VWP001 enables
§ 16% its use for phage therapy with greater confidence. It is now indeed less
likely to discover lysogeny, virulence or antibiotic genes in this
genome, which would forbid any therapeutic use for this phage.
pipeline : : Phage VVP001 seems actually safe for use.
+ Phage specific tools + Bacteria-focused tools only
+ Robust, multi d analysi lysis
the Low. In order to promote the safest possible use of phage therapy for pa-
jenes tients and for the envil itis highly rec ded to use mul-
Fig 4. Comparison of i s this study ti-method, phage focused pipelines, which are more sensitive and
robust (Fig 4).
(1) A. Culot, N. Grosset, M. Gautier, phage py for i i A review, 513(2019) 734423.
(2] K. McNair, C. Zhou, EA. Dinsdale, B. Souza, RA. Edwards, gene identification i ioi ics, (2019)
3] Hye-Jin Kim, You-Tae Kim, Hyeun Bum Kim, Sang Ho Choi, et . Ch i i ndits for the inhibiti i 94:103630, April 2021
Rime Bioinformatics, high performance bioinformatics made accessible. www.rime-bioinformatics.com  contact@rime-bioinformatics.com
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SERMENT DE GALIEN

Je jure, en présence de mes maitres de la Faculté, des conseillers de
'Ordre des pharmaciens et de mes condisciples :

¢ D'honorer ceux qui m'ont instruit dans les préceptes de mon art
et de leur témoigner ma reconnaissance en restant fidéle a leur
enseignement.

s D'exercer, dans l'intérét de la santé publique, ma profession avec
conscience et de respecter non seulement la Iégislation en vigueur,
mais aussi les régles de I'honneur, de la probité et du
désintéressement.

¢ De ne jamais oublier ma responsabilité et mes devoirs envers le
malade et sa dignité humaine, de respecter le secret professionnel.

¢ En aucun cas, je ne consentirai a utiliser mes connaissances et
mon ¢état pour corrompre les meceurs et favoriser des actes
criminels.

Que les hommes m'accordent leur estime si je suis fidele a mes
promesses.

ue je sois couvert d'opprobre, méprisé de mes confréres, sij'y manque.
2
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Résumeé

Dans cette thése, je me suis penchée sur la menace préoccupante, croissante et mondiale
de la résistance des bactéries aux antibiotiques et 1’état de la recherche d’alternatives
thérapeutiques possibles notamment la phagothérapie.

Ainsi, dans une premiére partie, je traite 1’antibiothérapie sous plusieurs aspects : son
histoire, son age d’or, et 1’état actuel du marché des antibiotiques. Puis, les infections
bactériennes, les mécanismes de résistance des bactéries et le constat actuel de cette
antibiorésistance. Enfin, nous verrons les mesures gouvernementales prises en France, en
Europe et dans le monde pour lutter contre ce phénomene inquiétant.

Dans une seconde partie, j’introduis la phagothérapie comme solution alternative
potentielle et prometteuse en présentant son histoire et son utilisation en Europe de I’Est, la
technologie impliquée et les domaines d’application potentiels. Puis, je présente la
phagothérapie en médecine humaine de nos jours, son marché, son statut réglementaire dans
I’Union Européenne et en France. Enfin, je présente ses perspectives en étudiant les freins a
son développement et ses inconvénients, mais aussi tous les signes d’intérét qu’elle suscite et
les avantages qu’elle présente. Notamment, dans le développement des nouvelles technologies
liées a I’emploi des bactériophages.

Je conclurai sur I’espoir suscité par cette thérapie a condition de veiller a son

développement dans un cadre réglementaire adapté et précis.

Mots-clefs : ANTIBIORESISTANCE - ANTIBIOTHERAPIE - PHAGOTHERAPIE -
BACTERIOPHAGE - PHAGE — BACTERIE — BIOTECHNOLOGIE - VIRUS
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