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1. Introduction

La découverte fortuite de la pénicilline en 1928 a permis de sauver des millions de vies a une
€poque ou les infections bactériennes étaient 1’une des principales causes de déces. Dés lors, il semblait
possible d’éradiquer la mortalité par infection bactérienne. Or, ce miracle de la médecine est aujourd’hui
limité par I’apparition de plus en plus de bactéries multi-résistantes aux antibiotiques, méme si ceux-ci

restent indispensables et continuent de sauver des vies.

The Lancet publiait en 2022 un article ou il estimait a 1,3 millions, le nombre de décés au niveau
mondial attribuable a I’antibiorésistance. Ce phénoméne de résistance est donc devenu un enjeu de santé
publique mondiale. Depuis plus de 20 ans, plusieurs mesures sont prises en France pour tenter
d’éradiquer ce probléme, desquelles découlent des avancées notables comme la réduction des
prescriptions d’antibiotiques. Malheureusement, ces méthodes ne suffisent pas et il est essentiel
aujourd’hui d’intensifier ces efforts. En janvier 2020, le gouvernement a notamment débloqué un fond
de 40 millions d’euros d’investissement dans le but de promouvoir de nouvelles alternatives

thérapeutiques a I’instar de la phagothérapie [2].

Cette thérapie, bien que présentée aujourd’hui comme une solution d’avenir, a pourtant été
découverte bien avant la pénicilline. L’histoire remonte a 1917, lorsque Felix d’Hérelle utilise pour la
premicre fois ce qu’il appellera un bactériophage dans un but thérapeutique. Largement utilisé au début
du 20°m° siécle, ce traitement sera ensuite progressivement oublié en raison de la découverte de la

pénicilline qui s’avere alors étre tres efficace et plus simple d’utilisation.

Cette theése vise a présenter les connaissances actuelles en matiére d’antibiorésistance et de
phagothérapie ainsi que la place éventuelle de cette approche dans la médecine de demain. Pour cela, je
reviendrai d’abord sur I’histoire de la prise en charge des infections bactériennes puis j’aborderai les
caractéristiques qui font des bactériophages de potentielles alternatives dans le traitement des infections
d’origine bactérienne. Je m’appuierai également sur des études scientifiques récentes pour tenter de

déterminer 1’intérét de I’utilisation de la phagothérapie dans le futur.
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1.1 Définitions et origines des termes

1.1.1. Bactérie

La découverte des bactéries a été permise en 1668 par Antoni Van Leeuwenhoek un marchand
de textile anglais faisant partie des péres fondateurs de la microcopie. Deux siécles plus tard, Pasteur
découvre que ce qui était alors appelés des « animalcules » sont a ’origine de maladies et le médecin
allemand Robert Koch découvrira en 1882 les premiéres bactéries pathogénes responsable de la
tuberculose. La forme en bacille ou « baton » de cette premiére bactérie est a I’origine méme de ce mot,

qui tire son étymologie du Grec baktérion signifiant « batonnet » [3].

Aujourd’hui, une bactérie est définie comme un microorganisme vivant, procaryote et unicellulaire
microscopique. Les bactéries sont ubiquitaires, on les trouve presque partout sur Terre et elles sont
vitales dans notre écosystéme : notre corps contient davantage de cellules bactériennes que de cellules
humaines. Seulement une minorité de bactéries sont pathogénes pour I’homme : le corps humain est

colonisé par de nombreuses bactéries indispensables a son bon fonctionnement [4] [5].

1.1.2. Bactériophage

Les bactériophages, du grec bakteria signifiant « baton» et phagein, « manger », sont
littéralement des « mangeurs de bactéries ». Ce sont des organismes parasites obligatoires qui se
multiplient aux dépens d’une cellule hote [6]. Ces virus bactériens sont ubiquitaires et particulierement
abondants dans les milieux ou les bactéries pullulent a I’image des excréments, des sols ou des eaux
d’égout, mais aussi dans des milieux plus hostiles comme le désert. IIs représentent une part importante
de la biomasse avec un total de leur population estimé entre 103? et 102 phages dans la planéte, soit 10

a 100 fois plus que le nombre de bactéries [7].

Le principe de la phagothérapie, ou thérapie par les phages, repose sur la capacité de ces

bactériophages a détruire les bactéries [8].

1.1.3. Infection

Du latin infectio signifiant « action de teindre », une infection correspond a la pénétration et la
prolifération dans un organisme d’un ou plusieurs agents pathogenes invisibles a I'ceil nu (bactérie, virus,

parasites, champignons), susceptibles d’étre a I’origine de manifestations cliniques [9]. Ces agents
12



infectieux peuvent envahir différentes parties de 1’organisme, et notamment les voies respiratoires, la
peau, le systeme digestif, la circulation sanguine, etc. Les symptomes en découlant incluent des signes
généraux comme de la fievre ou de la fatigue et des signes spécifiques tels que des troubles respiratoires

ou des maux de téte.

Une infection peut se transmettre par différents procédés :
- Par contact : soit par un contact physique, soit par I’intermédiaire d’un objet.
On distingue :
e Le contact direct correspondant a un contact physique sans intermédiaire, par exemple
un contact peau a peau ;
e FEt le contact indirect lorsque la contamination se fait par I’intermédiaire d’un objet
contaminé par une tierce personne ;
- Par un véhicule commun : une source contaminée comme une pataugeoire transmet I’infection a
plusieurs personnes ;
- Par gouttelettes ou par voie respiratoire : les gouttelettes sont transmises sur une distance de
moins de 2 meétres lorsqu’une personne infectée tousse éternue, parle ou respire ;
- Parvoie aérienne : ce sont alors de plus petites particules qui restent en suspension dans 1’air et
qui se déplacent donc sur de plus longues distances.

- Par un vecteur comme les insectes [10].

1.2 Histoire de ’antibiothérapie

1.2.1. L’infection a I’¢ére pré-antibiotiques

Dans les années 1800, de nombreux scientifiques, a I’instar de Pasteur ou Vuillemin ont constaté
que certains micro-organismes étaient capables de combattre des maladies d’origine microbienne.
Toutefois, c’est seulement au début des années 1900, avec la premiére guerre mondiale que les
recherches s’accélérent et que la compréhension et le développement des traitements anti-infectieux

s’intensifie.

Au 19°™ sigcle, les nombreux conflits mondiaux ont connu plus de morts par infections dues aux
épidémies que de déces liés aux combats eux-mémes. Par exemple, il apparait que le nombre de déces
en France suite a la guerre de Crimée (1853-1856) est d’environ 20 000 morts liés aux combats et de

presque 50 000 morts suite a une infection [11].
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Par la suite, les chercheurs ont donc tenté de tirer des enseignements de 1’histoire et les recherches sur

les infections se sont accéléré.

Prenons I’exemple de la fievre typhoide, une infection potentiellement mortelle causée par la
bactérie Salmonella typhi [12]. La premiére guerre mondiale a commencé par une grande épidémie de
fievre typhoide. La propagation rapide de cette maladie était due aux sources d’eau contaminées, aux
contaminations secondaires liées au péril fécal mais aussi au portage sain qui rendait inutile 1’isolement
des soldats malades (seule technique alors utilisée pour éradiquer la maladie). Au total, cette guerre

comptera 150 000 cas de fievre typhoide avec presque 100 % de déces au cours des 14 premiers mois.

Face a cette épidémie au début de la guerre, le microbiologiste et épidémiologiste frangais
Hyacinthe Vincent fut missionné pour comprendre la virulence de cette maladie et mettre en place des
actions dans le but de 1’éradiquer. Il préconise alors des mesures hygiénistes et I’utilisation d’un vaccin

anti typhique.

Ce vaccin avait été mis au point bien avant, en 1888, par André Chantemesse qui avait montré, avec son
¢leve Fernand Vidal, que I’on pouvait mettre au point une immunité contre la typhoide grace a I’injection

de doses ¢élevées d’une culture de bacilles typhiques tués par la chaleur.

Dans ce contexte épidémique, la vaccination anti typhique est ainsi devenue obligatoire pour les
soldats. Cette vaccination est un succes : durant la fin de I’année 1914, 5 479 soldats sont morts de la

maladie contre seulement 1 678 durant toute I’année 1917 [13] [14].

1.2.2. Emergence de I’antibiothérapie

Au 17°™ siécle, John Parkington, un apothicaire anglais, décrit dans son livre Thatrum
Botanicum, les effets curatifs des moisissures dans le traitement des infections. Il faudra ensuite attendre
200 ans pour découvrir de nouvelles avancées sur les infections bactériennes. Theodore Billroth, un
chirurgien germano autrichien, a réalisé¢, dans les années 1800, des expériences sur des cultures
bactériennes et des moisissures pour mesurer leurs effets sur les plaies infectées. Il découvre alors que,
dans certains cas, lorsque Penicillium se développe dans une culture, les bactéries ne se développent pas
mais il n’a cependant pas su en tirer les bonnes conclusions. Puis, en 1875, le médecin anglais John
Tyndall, décrit des expériences avec des tubes de bouillons exposés a I’air afin d’étudier la contamination

par des bactéries. Il confirme qu’en présence de Penicillium, on ne pouvait pas observer de croissance
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bactérienne. A cette époque, la pathogénicité des bactéries n’étant pas prouvée, cette découverte n’a eu
que peu d’écho.

Plus tard, Joseph Lister, un chirurgien anglais, développe la chirurgie antiseptique en utilisant
des antiseptiques comme le phénol pour tuer les bactéries présentes sur le matériel médical et sur les
plaies. C’est aussi le premier a avoir mis en culture une moisissure, Pénicillium glaucum, avec des
bactéries et a observé que celles-ci ne se développaient pas. Cependant, ces résultats n’ont pas été publiés
et il n’a pas été en mesure d’isoler la substance active.

Plusieurs autres chercheurs et médecins ont aussi contribué a 1’évolution des connaissances en matiere

de thérapie antibactérienne sans pour autant parvenir a une application de leurs découvertes [15].

C’est seulement en 1928 avec la découverte « officielle » et fortuite de la pénicilline que 1’on
entre enfin dans une ¢re de 1’antibiothérapie. Cette découverte a été permise par Alexander Fleming, un
médecin britannique, qui observe une inhibition de la croissance bactérienne sur les boites de Pétri dans
lesquels il avait cultivé des staphylocoques contaminés par une moisissure verte, le Penicillium. Il publie
en 1929 sa découverte et émet I’hypothése que ce champignon est capable de synthétiser ce qu’il appelle
la pénicilline, une substance aux propriétés antibactériennes. Il découvre que la pénicilline, dérivé du
champignon penicillium notatum, est capable de désactiver la paroi de la cellule bactérienne, ce qui
empéche la bactérie de se propager. Néanmoins, il ne parvient pas a extraire et a purifier cette substance
pour en faire un médicament. Cette découverte sera ainsi sans suite pendant 10 ans, jusqu’en 1938 ou
une équipe de chercheurs dirigés par deux scientifiques Howard Florey et Ernst Boris Chain parviennent
a reproduire et a stabiliser la pénicilline [15].

La pénicilline sera ensuite largement utilisée au cours de la seconde guerre mondiale pour traiter
les soldats blessés. Au cours des années qui ont suivi, d’autres antimicrobiens ont été découverts. Toutes
ces découvertes ont permis une baisse drastique de la mortalité ainsi que la morbidité liée aux infections

bactériennes dans les pays développés [16] [17].

1.2.3. Marché des antibiotiques aujourd’hui

Aujourd’hui, les antibiotiques sont trés largement utilisés a travers le monde et on estime qu’ils
auraient sauvé pres de 80 millions de personnes depuis 1940. Leur utilisation connait un accroissement
constant : la consommation d’antibiotiques dans le monde a augmenté de 46% aux cours des deux
dernieres décennies selon un article paru dans The Lancet [18].

Aujourd’hui, plus de 15 familles d’antibiotiques traitent efficacement diverses infections comme les
pneumonies, les otites, les bronchites, les méningites, les infections urinaires, etc [19]. En raison de cette

efficacité remarquable, les antibiotiques sont aujourd’hui victimes de leur propre succes. Leur utilisation
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excessive, parfois inappropriée, depuis plus de 70 ans en médecine humaine et aussi dans le domaine
agricole, a conduit au développement de résistances bactériennes [20].
De plus, depuis 30 ans, aucune nouvelle classe d’antibiotiques n’a malheureusement était découverte et

le nombre d’antibiotiques disponibles sur le marché a diminué de 20% entre 2010 et 2015 [21].
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Figure 1 - Evolution du nombre d’antibiotiques commercialisés en France [21]

Aujourd’hui, la France fait partie des pays dans lesquels la consommation d’antibiotique est tres
importante. On estime que 40 % des Francais consomment des antibiotiques chaque année, méme
lorsque ces derniers n’ont pas d’utilité. Ces dernic¢res années, les mesures prises par le gouvernement
avaient permis une baisse de la consommation d’antibiotique, mais I’année 2021 avec 1’épidémie de
Covid-19 s’est accompagnée d’une hausse de la consommation d’antibiotiques a I’hdpital [22]. En effet,
bien qu’aucune étude sérieuse n’ait réussi a prouver 1’intérét les antibiotiques dans le traitement de la
Covid-19, ceux-ci ont étaient fréquemment prescrits et notamment 1’azithromycine, un antibiotique de
la famille des macrolides communément utilis¢ dans le traitement des infections sexuellement

transmissibles et aussi pour les infections ORL.
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1.3 Contexte de ’antibiorésistance

1.3.1. Définition

« Les espéces qui survivent ne sont pas les especes les plus fortes, ni les plus intelligentes, mais
celles qui s’adaptent le mieux aux changements. ». Cette théorie de Charles Darwin est aujourd’hui

illustrée par le phénomeéne de résistance des bactéries aux antibiotiques.

L’antibiorésistance se définit comme la capacité d’une bactérie a se développer malgré la
présence d’un antibiotique. Chaque bactérie est plus ou moins sensible & un antibiotique particulier.
L’antibiorésistance pose un probléme lorsqu’une bactérie généralement sensible a un type d’antibiotique

devient peu a peu résistante a celui-ci suite a un mécanisme particulier (cf.2.2.2.).

En effet, I’utilisation massive des antibiotiques pour un usage humain et vétérinaire depuis la deuxiéme
moitié du 20°™ siécle a sélectionné les bactéries capables de développer une pléthore de mécanismes de
résistances. Ce phénomene pose un probléme de santé publique : le nombre d’antibiotiques efficaces
pour traiter certaines pathologies diminue progressivement et on arrive méme parfois a des impasses

thérapeutiques.

Malheureusement, aujourd’hui, de nombreuses pathologies d’origine bactérienne sont impactées par
I’antibiorésistance. Ce phénoméne touche aussi des pathologies plutot fréquentes comme les infections
urinaires (incidence : 3 200/100 000 femmes en France) [23] ainsi que des pathologies moins communes

comme les méningites d’origine bactérienne (incidence : 1 a 3 / 100 000 habitants en France) [24].

1.3.2. L’antibiorésistance en chiffre

Le phénoméne d’antibiorésistance est un phénomene de santé publique majeur qui serait
responsable en 2019 de 1 270 000 morts a 1’échelle mondiale selon Murray et al [25]. Six agents
pathogenes sont responsables de plus de 70% de ces déces : il s’agit de E coli, Staphylococcus aureus,
Klebsiella pneumoniae, Streptococcus pneumoniae, Acinetobacter baumannii et Pseudomonas
aeruginosa. Ces 6 bactéries sont responsables de 929 000 décés attribuables a 1’antibiorésistance en

2019 [25].
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En France, également, 125 000 patients souffrent chaque année d’une infection a une bactérie résistante
et parmi eux, on dénombre 5 000 déces. En raison de ces chiffres alarmants, 1’antibiorésistance fait

I’objet depuis 2022 d’une stratégie nationale afin d’essayer de contrer ce phénoméne [26].
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Figure 2 - Nombre de décés dans le monde attribuables et associés a la résistance bactérienne aux
antimicrobiens, par agent pathogéne, 2019

« Les estimations ont été agrégées pour l'ensemble des médicaments, en tenant compte de la
cooccurrence de la résistance a plusieurs médicaments. Les barres d'erreur indiquent les intervalles

d'incertitude a 95 % » [25].

1.3.3. Problématiques liées a I’antibiorésistance

Le phénomeéne d’antibiorésistance s’accélére depuis plus de 20 ans et menace notre mode de vie
actuel. Un rapport publié dans « The review on antimicrobial resistance » estime que la résistance aux
antibiotiques pourrait redevenir une des premieres causes de mortalit¢ dans le monde d’ici a 2050 [27].

Plusieurs conséquences liées a I’inefficacité des antibiotiques peuvent expliquer cette prédiction :

- Des pathologies plus difficiles a soigner et plus longues.

- Des complications médicales.
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- Une utilisation d’antibiotiques toujours plus puissants, entretenant ce phénomene
d’antibiorésistance si cette utilisation devait se généraliser.
- Des risques accrus lors d’interventions chirurgicales lors desquelles la prescription

d’antibiotiques permettait de réduire le risque d’infections.

Les conséquences économiques liées a ’antibiorésistance sont, elles aussi, a prendre en compte,
notamment dans le contexte économique actuel. Ces répercussions sont :
- Des consultations médicales supplémentaires pouvant notamment étre diies aux complications
apparues suite a une prise d’antibiotique inefficace,
- Des médicaments plus chers, car plus a méme de parvenir a un bénéfice thérapeutique pour le
patient,

- Les cotts liées aux incapacités de travail.

Pour toutes ces raisons, I’antibiorésistance est aujourd’hui, et depuis plusieurs années, au cceur

des politiques de santé publique [28].

1.4 Présentation de la phagothérapie

1.4.1. Découverte des virus et des bactériophages

La découverte des bactériophages s’est étendue sur quelques années et en plusieurs étapes

indépendantes 1’une de ’autre.

En 1896, Ernest Hanbury Hankin, un chimiste anglais, est le premier a avoir mis en évidence
I’existence des bactériophages. Alors qu’il travaillait sur les bacilles cholériques en Inde, il a déclaré que
les eaux des fleuves Gange et Yamuna semblaient avoir des propriétés antibactériennes thermolabiles
qui aideraient a lutter contre la bactérie responsable du choléra : Vibrio cholerae. Selon lui, cette
découverte expliquait le taux plus faible d’infection au choléra dans les villages avoisinant le fleuve. Il
a également démontré que cette activité est inactivée par la chaleur.

Cette découverte a fait I’objet d’un article intitulé « ’action bactéricide des eaux de la Junna et du
Gange » publi¢ dans les Annales de I’'Institut Pasteur. Cette découverte est considérée comme une
description précoce du fonctionnement des phages [29]. Néanmoins, a cette €poque, cette découverte est

discutée car elle serait sujette a interprétation [30].
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Figure 3 - L'action bactéricide des eaux de la Jumna et du Gange sur le vibrion du cholera, Annales

de I'Institut Pasteur 1896; 10: 511-523 [1].

Ensuite, en 1915, Frédrick Twort, un bactériologiste anglais lui aussi, a été le premier a formuler
I’hypothése que cette activité bactéricide serait due a un virus, mais ses recherches ont été interrompues

par un manque de financement et le début de la premicre guerre mondiale.

En 1917, Felix d’Hérelle, alors qu’il travaillait a I’institut Pasteur, a découvert un microbe
invisible a I’ceil nu qu’il présente comme un antagoniste du bacille de la dysenterie et qu’il nomme
bactériophage. Cette découverte est le fruit d’'une enquéte menée sur une épidémie de dysenterie

hémorragique grave dans les troupes francaises en 1915. A cette méme €poque, différents scientifiques
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de I’Europe de I’Est ont pu observer des phénomenes similaires. Par exemple, en 1917, George Eliava

un scientifique Géorgien, observe la disparition de V. cholera [31] [32].

1.4.2. Histoire des phages

Hérelle est le premier a appliquer sa découverte en clinique : en 1919, il méne une étude a
I’hopital des Enfants malades de Paris et traite notamment un enfant souffrant d’une dysenterie sévere.
Pour cela, il prépare un cocktail de phages qu’il va ingérer ainsi que ses confréres pour confirmer son
innocuité. Ce traitement est un succes, une régression de I’infection est observée dans les 24h suivant
son administration. Cette application de la phagothérapie ne sera cependant pas publiée et c’est a 2
scientifiques Richard Bruynoghe et Joseph Maisin que 1’on attribuera en 1921 la premiére utilisation des
phages en thérapeutique. Cette utilisation est également un succes. Les bactériophages ont été injectés
dans et autour de Iésions ouvertes chirurgicalement chez des patients présentant des infections cutanées
aux staphylocoques. L’utilisation des phages s’est ensuite étendue et des milliers d’études ont été réalisés
portant sur 1’utilisation des phages sur diverses pathologies telles que le choléra ou la peste bubonique.
De ces applications aboutira la création d’un centre industriel de production de phages contre le choléra

en Inde, puis d’autres laboratoires dans d’autres régions du monde.

Malgré cela, I’utilisation des phages était soumise a controverse en occident car il n’y avait que
trés peu d’études suivant les normes de la recherche. Ceci a progressivement conduit a 1’oubli des phages
dans les pays occidentaux parallelement a I’avénement des antibiotiques [30].

En Europe de I’Est, les phages continueront a susciter de I’intérét. En 1933, Hérelle, aide George Eliava,
a fonder un Institut des bactériophages, de la microbiologie et de la virologie, « The Eliava Institute of

Bacteriophages » a Tblilissi en Géorgie.

1.4.3. Domaines d’application

1.4.3.1. En médecine humaine

A I’heure actuelle, il n’existe pas de phages utilisés en thérapeutique en France disposant d’une
autorisation de mise sur le marché. La phagothérapie est surtout utilisée dans le cadre d’essais cliniques
dont nous décrirons certains résultats dans cette these. Il est également possible pour quelques patients
de disposer d’un acces compassionnel a certains cocktails de phages qui font 1’objet d’un essai clinique.
Pour ces patients, il n’existe pas d’autre alternative thérapeutique et les effets d’une absence de
traitement pourraient étre déléteres [33].
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1.4.3.2. En médecine vétérinaire

Le nombre d’animaux de compagnie ne cesse de croitre en France et dans le monde. La proximité
de ces animaux avec leur propriétaire rend préoccupante la diffusion potentielle d’une antibiorésistance.
A I’heure actuelle, plusieurs études sont en faveur de 1’efficacité des bactériophages, notamment dans le

traitement des otites et des pyodermites chez les animaux de compagnie.

Une seule application vétérinaire est aujourd’hui disponible aux Etats Unis. Il s’agit du médicament
Staphage Lysate® (SPL), un vaccin staphylococcique contenant les composants de S. aureus, un
bactériophage et des éléments de milieu de culture. Il permet de traiter et prévenir les pyodermites
canines et ’hypersensibilité associée ainsi que les infections cutanées polymicrobiennes & composante

staphylococcique [7] [34].

1.4.3.3. Dans I’industrie agro-alimentaire

L’accroissement de la population mondiale impose a 1’industrie agro-alimentaire d’augmenter
ses rendements. Cette intensification de la production demande aux industriels de limiter au maximum
les contaminations microbiologiques pouvant affecter leur production. De plus, ces dernic¢res années,
I’industrie agro-alimentaire se voit astreindre des régles de plus en plus strictes en matiére d’usage
d’antibiotiques dans les élevages. Ces restrictions ont obligé les industriels a se pencher vers d’autres
solutions, comme 1’utilisation des phages. Des préparations de phages ciblés sur bactéries d’origine
alimentaires sont d’ores et déja sur le marché. Par exemple :

- Pour le contrdle des salmonelles : SalmoLyse®, composé de 6 monophages lytiques : BA-1781,
SPT-1, SSE-121, STML-198, STML-13-1 et SKML-39. Selon une étude, ce cocktail de phage
permet de réduire de 60 a 90% la contamination par Salmonella dans des aliments crus pour
animaux de compagnie [35] [36].

- Pour le controle de E. Coli : EcoShield PX. Ce cocktail de phage cible en particulier les E. Coli
producteurs de Shiga toxines. Il est composé de 3 & 8 monophages lytiques appartenant a la
famille des Myoviridae. EcoShield a été testé¢ sur 8 aliments différents avec une efficacité
prouvée de 97% [37].

- Pour le controle de Shigella : ShigaShield. Il s’agit de 5 bactériophages lytiques ciblant les
especes de Shigella présentes sans les eaux et les aliments contaminés avec une efficacité de 90%

[38].
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Néanmoins, leur utilisation est complexe du fait des milieux trés divers dans lesquels ils sont utilisés.
Par exemple, en plein champ, les radiations UV ou méme le pH de certains sols peuvent étre un frein a

un fonctionnement optimal des phages[39].

1.5 Objectifs de la these

L’augmentation importante du nombre de bactéries résistantes aux antibiotiques a conduit a
rendre inefficace de nombreux antibiotiques, parfois méme ceux utilisés comme derniére option
thérapeutique. De plus, ces derniéres années, certains antibiotiques, comme 1’amoxicilline, ont connus
des pénuries dramatiques (les raisons évoquées par l’agence européenne des médicaments sont
plurielles : augmentation soudaine du nombre d’infections respiratoires, retards de fabrication, réduction
des capacités de production) [40]. Dans ce contexte, un retour a une ere pré-antibiotique, dans laquelle
aucun antibiotique ne serait disponible pour traiter certains types d’infections, parait inévitable [41].
C’est pourquoi, il parait pertinent de s’intéresser de nouveau a la phagothérapie, pratique encore trés peu

utilisée en France et pourtant beaucoup pratiquée en Europe de 1’Est.

Ainsi, il est légitime de s’interroger dans quelle mesure la phagothérapie pourrait étre une

alternative a I’usage des antibiotiques dans le traitement des infections bactériennes.

Les objectifs de cette thése seront donc de présenter brievement les antibiotiques de maniere
globale ainsi que les mécanismes a 1’origine des phénoménes de résistance aux antibiotiques. Puis, on
abordera plus en détail les bactériophages et la phagothérapie en discutant notamment des limites de
cette thérapie et de ses aspects pratiques et réglementaires. On finira par présenter 1’utilisation actuelle

de la phagothérapie et les usages potentiels de cette thérapie en clinique.
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Partie 2
Infection bactérienne et

phénomene de reésistances

aux antibiotiques
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2. Infection bactérienne et phénomene de résistances aux antibiotiques

2.1 Bactéries et infections

2.1.1. Structure

La compréhension de la structure bactérienne est fondamentale avant d'étudier les
bactériophages. Cela est notamment di a la spécificit¢é des phages envers certaines structures
bactériennes pour exercer leur action, ainsi qu'a la coévolution constante entre bactéries et phages en

matiére de mécanismes de défense.

Les bactéries sont des petites cellules procaryotes qui mesurent de 0,5 a 10 um.

On distingue différentes morphologies :
- Coque sphérique (ex : Staphylococcus aureus) ou ovoide (ex : Enterococcus faecalis)
- Batonnet ou bacille (ex : Vibrio cholerae)
- Arc (vibrion)
- Spirale (spirochete)

On peut les trouver sous forme de cellules uniques, de paires, de chaines ou d’amas.

En plus de cette classification par la forme, les bactéries peuvent étre classées selon leur couleur lors
d’une coloration de Gram. Selon le résultat obtenu, qui dépend de la structure de la paroi bactérienne,
on distingue les bactéries Gram + des Gram -.

Les bactéries Gram — ont, en partant de I’extérieur, une membrane externe, suivie d’un peptidoglycane
fin (de I’ordre de 2 a 7 nm) et d’'une membrane cytoplasmique.

Les Bactérie Gram +, au contraire, n’ont pas de membrane externe et ont un peptidoglycane plus épais
(entre 20 et 80 nm), suivi également d’une membrane cytoplasmique. Le peptidoglycane forme une
enveloppe rigide assurant I’intégrité de la bactérie et la protection vis a vis des variations de la pression
osmotique.

La membrane cytoplasmique a un role de barriére perméable, sélective et un rdle de transport des
¢léments nutritifs médiés par des perméases. C’est également le siege de plusieurs processus

métabolique.

Pour pouvoir introduire leur matériel génétique, les bactériophages doivent pouvoir dépasser

cette barriere constituée par la paroi cellulaire et la membrane plasmique.
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Le matériel génétique est libre dans le cytoplasme et il consiste en 2 brins d’ADN formant un
chromosome. Dans le cytoplasme, on retrouve également les ribosomes intervenants dans la synthese

des protéines.

On peut noter cependant des distinctions dans 1’architecture des bactéries. En plus de ces structures,
dites obligatoires, certaines bactéries peuvent présenter des structures supplémentaires qui leur sont
nécessaires, a Savoir :
- Les flagelles, permettant aux bactéries d’étre mobiles. Ce sont de longs et fins appendices de
longueur variable et d’un diametre variant de 10 a 20 nm.
- Les pili, des appendices de surfaces plus fines que les flagelles. On en distingue 2 sortes :

o Les pili communs qui jouent un rdle dans I’adhésion des bactéries sur les cellules et a ce
titre agissent comme un facteur de virulence.

o Les pili sexuels, présents uniquement chez les bactéries males (F+ ou Hfr). Ils
interviennent dans 1’attachement des bactéries entre elles au cours de la conjugaison et
peuvent également faire office de support de fixation pour certains bactériophages.

- La capsule, de nature polysaccharidique ou polypeptidique, participe a I’attachement des
bactéries et intervient également dans leur virulence.
- Les plasmides, qui lorsqu’ils sont présents, apportent des informations génétiques

supplémentaires a la bactérie [42].
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Figure 4 - Illustration d’une bactérie [43]
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2.1.2. Virulence bactérienne
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Figure 5 - Principaux mécanismes de la résistance bactérienne [44]

La virulence est une propriété intrinséque des bactéries dépendante de leur génome. Une bactérie
est dite virulente lorsqu’elle a la capacité de pénétrer et d’évoluer au sein d’un hote en lui causant des
dommages responsables d’une pathologie infectieuse. La virulence d’une bactérie est déterminée
expérimentalement en évaluant le nombre de bactéries nécessaires pour induire un dommage dans un

modé¢le animal [45].

Les facteurs de virulences sont les molécules permettant aux bactéries de coloniser leur hote et
qui, a ce titre, participent a leur pathogénicité.
On distingue 5 catégories de facteurs de virulence :
- Les structures d’adhérences permettant aux bactéries de pénétrer dans une cellule hote ;
- Les mécanismes d’échappement au systéeme immunitaire de [’hote ;
- Les facteurs sécrétoires : les toxines ou les enzymes qui attaquent 1’hote ;
- Le détournement de nutriments au profit des bactéries ;

- La formation de biofilm [44].
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2.2. Antibiotiques et antibiothérapies

2.2.1. Principales classes et familles d’antibiotiques

2.2.1.1. Les bétalactamines

La famille des bétalactamines regroupe une diversité importante de molécules utilisées en
clinique, a savoir : les pénicillines, les céphalosporines, les carbapénémes et les monobactames. Ces
antibiotiques ont tous en commun la présence constante d’un cycle béta lactame associé a des cycles et
des chaines latérales variables qui définiront leurs propriétés pharmacocinétiques et leur spectre
d’activité. Les B-lactamines fonctionnent en bloquant la synthése du peptidoglycane, constituant majeur
de la paroi des bactéries Gram — et Gram +. Ils ont 'intérét d’étre actifs sur de nombreuses especes
bactériennes, d’avoir une faible toxicité, une grande variété de modes d’administration avec une bonne

diffusion tissulaire ce qui leur vaut d’étre la famille d’antibiotiques la plus utilisée.

2.2.1.2 Les aminosides

Les aminosides sont des hétérosides polaires et polycationiques avec plusieurs cycles
glycosidiques liés a un aminocyclitol. Ils sont classés en différents groupes selon leur structure chimique.
Leur caractére polycationique leur confére la capacité de se fixer a des sites chargés négativement sur la
paroi bactérienne puis de traverser les porines pour diffuser dans les bactéries, plus précisément dans
I’espace périplasmique. Leur mode d’action repose sur leur capacité a perturber la synthése protéique
des bactéries par liaison au site aminoacyl de I’ARN ribosomal 16S dans la sous-unité 30S du ribosome.
Cette famille d’antibiotiques s’utilise presque toujours en association dans le cadre d’infection sévere a

une bactérie Gram— et a des staphylocoques [46].

2.2.1.3. Les macrolides

Les antibiotiques de la famille des macrolides sont constitués d’un macrocycle avec une fonction
lactone sur laquelle vont se greffer 2 ou plusieurs sucres, dont 1 aminé.
Ils sont actifs sur les bactéries Gram+. Leur mécanisme d’action repose sur leur capacité a se fixer sur

les ribosomes pour perturber la synthése protéique [47].
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2.2.1.4. Les cyclines

Les cyclines sont constituées de 4 cycles accolés ce qui leur vaut également le nom de
tétracyclines. Elles se fixent sur la sous-unité 30S du ribosome ce qui conduit a I’inhibition de la synthése

protéique [48].

2.2.1.5. Les quinolones et fluoroquinolones

Ils agissent en formant un complexe entre I’ADN et des enzymes qui controle la torsion de
I’ADN. Leur activité sur les bactéries Gram — passe par 1’inhibition de 1’activité ADN gyrase et par le

blocage de la topoisomérase IV pour les bactéries Gram + [49].

2.2.2. Résistances aux antibiotiques

2.2.2.1. Résistance acquise et résistance naturelle

La résistance a un antibiotique correspond a la capacité d’une souche bactérienne a supporter une
concentration en antibiotique plus importante que celle qui permet d’inhiber le développement de la

majorité des souches de cette méme espece.

On distingue deux types de résistances : la résistance naturelle et la résistance acquise.

La résistance naturelle a lieu lorsque toutes les souches bactériennes d’une méme espéce sont
résistantes a un antibiotique. L’antibiotique n’aura alors aucun effet sur toutes les bactéries de cette
espece. C’est notamment le cas pour Enterococcus spp qui est insensible aux céphalosporines. Dans
cette mesure, en thérapeutique, il est important de connaitre le spectre d’activité d’un antibiotique, c’est-
a-dire d’avoir connaissance de I’ensemble des bactéries sensibles au mode d’action d’un antibiotique.
La résistance naturelle est dite intrinseéque, elle est toujours exprimée dans 1’espéce et ne dépend pas
d’une exposition a un antibiotique. Son origine est chromosomique et sa transmission a la descendance
est verticale. L’origine de cette résistance peut étre une réduction de la perméabilité de la membrane
externe (généralement le LPS chez les bactéries Gram-), elle peut étre liée a I’activité des pompes

d’efflux ou a une inaccessibilité de la cible de ’antibiotique [50][51][52].

La résistance acquise, au contraire, fait suite au contact de la bactérie avec un antibiotique. Une

souche bactérienne habituellement sensible a un antibiotique va y devenir résistante suite a des

29



modifications de son systetme génétique endogéne (mutation) ou a une modification extra
chromosomique. Contrairement, a la résistance naturelle, elle peut étre transmise aussi bien aux
descendants d’une méme espeéce que par transfert horizontal. Cette résistance est favorisée par la
surconsommation d’antibiotiques, 1’automédication en milieu communautaire et surtout la sélection en

milieu hospitalier qui ensemble favorise 1’évolution des bactéries vers la résistance [50].

2.2.2.2. Mécanismes de résistances

4 mécanismes biochimiques sont essentiellement responsables de ces phénomenes de résistances

naturelles et acquises.

2.2.2.2.1. Imperméabilité

L’imperméabilité permet aux bactéries d’empécher 1’entrée en leur sein d’antibiotiques. Ce
mécanisme peut €tre naturel ou peut étre le fruit :

- De modifications quantitatives ou qualitatives des protéines de la membrane externes des
bactéries Gram - : les porines. Par exemple, P. aeruginosa, grace a une mutation entrainant un
déficit de la porine D2, est résistante a I’imipen¢me.

- De la perte d’un transporteur au niveau de la membrane cytoplasmique. On peut prendre
I’exemple des bactéries anaérobies strictes qui sont naturellement résistantes aux aminosides du

fait d’un défaut de transport actif [53].

2.2.2.2.2. Efflux

L’efflux représente un systéme actif de transport transmembranaire permettant de garantir a la
bactérie un équilibre physico-chimique en éliminant les molécules potentiellement toxiques telles que
les antibiotiques.

Ce mécanisme peut entrainer une résistance simultanée a des antibiotiques de structures différentes, ce

qui peut rendre la bactérie multi-résistantes [53].

2.2.2.2.3. Inactivation de I’antibiotique

L’inactivation de I’antibiotique est le mécanisme de résistance le plus fréquent. Les bactéries

vont produire des enzymes codées par des génes chromosomiques ou plasmidiques ayant la capacité
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d’inactiver, détruire ou de modifier I’antibiotique par ajout de radicaux bloquant ou diminuant la fixation
de I’antibiotique a sa cible [54].

Par exemple, certaines bactéries produisent des enzymes, appelées béta lactamases capables
d’hydrolyser le cycle béta lactame de I’antibiotique, responsable ainsi de la résistance aux béta

lactamines [54].

2.2.2.2.4. Perte de I’affinité de I’antibiotique pour sa cible

La perte d’affinité de I’antibiotique pour sa cible peut étre secondaire a une absence de cible ou
a une modification de la cible par mutations chromosomiques ou suite a l’action d’enzymes
modificatrices. Par exemple, la modification des PLP chez les pneumocoques leur permet d’acquérir une
résistance aux béta lactamines expliquant 1’existence de pneumocoques de sensibilit¢ diminuée a la

pénicilline (PSDP) [54].

2.3. Quelles solutions aujourd’hui contre I’antibiorésistance ?

2.3.1. Mesures mises en place en France

En France, de nombreux moyens sont mis en ceuvre afin de suivre la consommation
d’antibiotiques et I’évolution du nombre de BMR. Par exemple, en 2009 a été¢ mis en place un réseau
national de surveillance ATB-RAISIN, qui permet de suivre 1’utilisation des antibiotiques a 1’hopital.
Pour connaitre, I’évolution de la consommation en antibiotiques en médecine humaine, I’ANSM étudie
les déclarations de ventes des entreprises pharmaceutiques et de la Caisse d’Assurance Maladie.
L’ANMYV, I’Agence Nationale du Médicament Vétérinaire, suit également les ventes d’antibiotiques a

usage vétérinaire [55].

Des mesures visant a améliorer la dispensation des antibiotiques ont également été mises en place.

Les tests rapides d’orientation diagnostic de 1’angine mis en place en 2002 permettent de différencier les
angines virales et bactériennes. Ils sont distribués gratuitement aux professionnels de santé dans le but
de limiter la prescription d’antibiotiques. Les antibiotiques sont, en effet, largement utilisés dans le
traitement de I’angine, alors méme que celles-ci sont d’origines bactériennes dans seulement 20 a 30%
des cas [56].

Un outil appelé « antibioclic » a également était mis en place par ’OMEDIT Grand Est afin d’aider les

prescripteurs dans leurs décisions de prises en charge des infections bactériennes [55].
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Plus récemment, la Stratégie Nationale 2022-2025 pour la prévention des infections et de
l'antibiorésistance a été lancée. Orchestrée par le ministére des Solidarités et de la Santé et soutenue par
les Agences Régionales de Santé, cette stratégie vise principalement a prévenir les infections courantes,
a minimiser les risques d'infections associées aux soins et a sauvegarder 1'efficacité des antibiotiques.
L'initiative entend approfondir les connaissances et améliorer les pratiques en matiére de prévention des
infections et de lutte contre l'antibiorésistance. Elle encourage également un partage d'expériences
enrichissant entre professionnels de santé, promeut l'utilisation et le partage de données de santé et de
surveillance, soutient la recherche innovante et interdisciplinaire, et met en valeur les produits aidant a
prévenir les infections et a contrdler 1'antibiorésistance. Un des objectifs spécifiques est de réduire de 25
% la consommation d'antibiotiques en milieu ambulatoire d'ici 2025, s'attaquant ainsi directement a 1'une
des principales causes de l'antibiorésistance. Cette stratégie représente un engagement fort en faveur de
la santé publique, en adoptant une approche globale et collaborative pour relever les défis posés par les

infections résistantes aux traitements conventionnels.

2.3.2. Alternatives thérapeutiques

Il n’existe, a I’heure actuelle, aucune alternative thérapeutique ayant un effet et une utilisation
comparables aux antibiotiques. Néanmoins, d’autres stratégies peuvent étre utilisées afin de contrdler

ces bactéries multirésistantes.

La premicere et la plus pertinente a I’heure actuelle est la vaccination. Par exemple, 7 ans apres la
recommandation du vaccin anti pneumococcique pour les enfants de moins de 5 ans, la proportion de
pneumocoques de sensibilit¢ diminuée a la pénicilline est passé¢ de 50 a 30% (figure). De maniere
générale, la vaccination de I’homme ou des animaux peut permettre de limiter 1’'usage des antibiotiques

en réduisant le risque d’infection bactérienne [55].
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Figure 6 - S. pneumoniae de sensibilité diminuée a la pénicilline (PSDP) en France d’aprés les

données du CNRP. (1984-1997 : P. Geslin ; 2001-2019 : CNRP-ORP, E. Varon, L. Gutmann) [57].
1 Plan national pour préserver l'efficacité des antibiotiques ;
2 Introduction du vaccin anti-pneumococcique conjugué heptavalent (PCV7) ;

3 Remplacement du PCV7 par le vaccin conjugué 13-valent (PCV13).

Une autre stratégie pour combattre les infections bactériennes consiste a lutter contre les facteurs
de virulence. Cette approche peut étre mise en ceuvre par 1’utilisation d’agents spécifiquement dirigés
contre les toxines et les systémes de sécrétions bactériens. A titre d'exemple, le traitement ZIMPLAVA®
est un anticorps monoclonal humain développé pour cibler C. difficile. Ce bacille a Gram positif
anaérobie est responsable de diarrhées post-antibiothérapie associées a une morbi-mortalité
significative. La capacité pathogeéne de cette bactérie est principalement due a la sécrétion des toxines A

et B.

L'efficacité de ZIMPLAVA® a été démontrée dans le cadre de deux essais cliniques indépendants,
MODIFY I et II. L'administration de bezlotoxumab (ZINPLAVA™), qui cible la toxine B, a permis une
réduction notable du taux de récidives de colite a C. difficile chez les patients adultes. Suite a ces résultats
probants, le bezlotoxumab ZINPLAVA a obtenu I’AMM pour la prévention des récidives d’infection a

Clostridium difficile chez les adultes présentant un risque ¢élevé de récidive [58], [59].
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Partie 3
Bactériophages et

Phagothérapie



3. Bactériophages et phagothérapie

3.1. Qu’est qu’un bactériophage ?

3.1.1. Morphologie et classification

Il existe une grande variété de phages classés en ordres et familles selon la morphologie du virion
et le type d’acides nucléiques dans la capside (ADN ou ARN, simple brin ou double brin). Cette
classification est proposée par I’ International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV). Les phages
les plus nombreux appartiennent a I’ordre des Caudovirales qui comprend 3 familles : les Myoviridae,

les Siphoviridae et les Podoviridae. IIs représentent 96% des phages observés [60].
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Figure 7 - Représentation schématique des différentes familles de phages. Tirée de (Ofir et al 2018)
[60].

De méme que leur génome, la morphologie des phages et elle aussi trés variée. On retrouve des

formes polyédriques avec ou sans queue, avec ou sans enveloppe lipidique, des formes filamenteuses,

pléomorphes ; etc [61].
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Figure 8 - Morphologie des bactériophages et virus d’archées [61].

_—

L’hétérogénéité de leur morphologie est une des caractéristiques principales des phages.

Les Caudés, représentant 96% des phages observés, sont composés d’une capside de forme icosaédrique

avec un ADN double brin linéaire et une queue plus ou moins longue [61].

Pour étudier plus en détail la structure d’un phage, on s’appuiera sur le phage T4, le principal

représentant de la famille de Myoviridae.

Le phage T4 mesure environ 150 nm et infecte E. coli. La structure se divise en 3 parties :

- Une téte : une capside icosaédrique entourant un ADN double brin linéaire

- Un collier reliant la téte et la queue

- Une queue constituée d’une gaine contractile avec un tube creux central permettant le passage

du génome vers la cellule hote lors d’une infection [62]. En partie terminale de la queue, on

retrouve une plaque basale constituée de fibres et de crochets lui permettant de se fixer aux

bactéries [63].
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Figure 9 - Le bactériophage T4

A. Schéma d’un virion de bactériophage T4. La plaque basale porte a la fois des fibres caudales longues
et courtes. Marie Gontier, a partir de I'outil Biorender

B. Reconstitution 3D d’un virion fondée sur des résultats de cryo-microscopie électronique. Cette image
présente 1’état d’une particule virale avant infection. La plupart des longues fibres caudales sont alors

repliées contre la gaine. Hu et coll., 2015, PNAS [62].

En raison des recherches constantes sur les phages, leur classification est amenée a évoluer en

fonction des nouvelles découvertes sur le sujet.

3.1.2. Reproduction et propagation

Pour cette partie, nous prendrons 1’exemple du phage T4 qui infecte E. coli.

Un bactériophage isolé est appelé virion. A ce stade, il est inerte et doit parasiter une bactérie pour
pouvoir se multiplier.

La fixation du bactériophage sur la bactérie est permise par les fibres, présentes en partie terminale, avec
leur ligand spécifique qui sont situés sur la membrane externe des bactéries : les lipopolysaccharides ou

les porines. Ceci entrainera un changement de conformation de la plaque basale du bactériophage avec

37



une libération des fibres courtes adhérant eux aussi a leurs ligands spécifiques au niveau des
lipopolysaccharides. Cette fixation va conduire a la contraction de la gaine et a ’expulsion du tube
central vers le périplasme ou il y aura fusion entre les deux entités. La fusion va permettre la création

d’un canal permettant le passage du génome du bactériophage vers la bactérie.

3.1.3. Cycles phagiques

Les bactériophages sont classés en 2 groupes selon leur cycle biologique. On distingue les phages

lytiques, avec un cycle lytique, et les phages tempérés avec un cycle lysogénique.

Misges & mpt
K. ool
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Figure 10 - les 2 types de bactériophages (lytiques et tempérés) et leur cycle (lytique et lysogénique)
[7]
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3.1.3.1. Cycle lytique

Le cycle lytique comporte 6 phases :

1. L’arrimage ou fixation du phage a la bactérie tel que décrit précédemment

2. Formation d’un pore au niveau de la paroi de la bactérie grace aux enzymes du phage

3. Passage de I’ADN du phage dans le cytoplasme bactérien

4. Fragmentation de ’ADN de I’hote, suivie de l'utilisation de ces fragments pour assembler les
composants nécessaires a la formation des nouveaux phages.

5. Maturation et assemblages de ces ¢léments

6. Eclatement de la bactérie et libération des bactériophages.
Un cycle permet de produire 50 a 100 nouveaux clones du phage.

Les phages lytiques vont ainsi tirer profit de la bactérie pour se reproduire et se multiplier. Le
cycle lytique aboutit a I’éclatement de la bactérie, libérant ainsi des dizaines de phages capables, eux
aussi de s’attaquer a de nouvelles bactéries de la méme espéce. C’est ce cycle qui nous intéresse en

thérapeutique [7].

3.1.3.2. Cycle lysogénique

Les phages tempérés ont la capacité d’intégrer leur génome a celui des bactéries. Ce cycle lysogénique
permet a la bactérie d’acquérir de nouvelles propriétés pouvant lui étre bénéfique ou non. Les phages
peuvent rester quiescents pendant un moment avant d’entrer dans un cycle lytique. Ce cycle ne permet
pas au phage de se répliquer de maniére autonome, mais la réplication se fait avec le chromosome

bactérien et il est transmis aux cellules filles lors de la division de la bactérie mére [62].

3.2. Interactions bactériophages, bactéries et hote

3.2.1. Importance de la réponse immunitaire de I’hote

Les phages constituent la population principale de notre organisme avec une estimation de 10'6
phages, soit plus que les bactéries qui nous colonisent ou méme que nos propres cellules. Néanmoins,

I’interaction des phages avec notre systéme immunitaire est encore mal connue.
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Pour tenter de comprendre I’'importance du statut immunologique d’un patient dans le cadre
d’une phagothérapie, une étude a ét¢é menée combinant un modéle animal pour déterminer 1’efficacité in

vivo des phages, associé¢e a une modélisation mathématique.

Pour mener a bien cette étude, une équipe a étudié les effets de I’immunité sur 1’efficacité de la
phagothérapie par le bactériophage PAK P1 dans le traitement de la pneumonie aigué causée par
Pseudomonas aeruginosa chez différents modeles de souris : animaux immuno-compétent, déficients
en protéine MYDS88 (Myeloid Differentiation Primary Response 88) ou déficients en lymphocytes et
appauvris en neutrophiles. La protéine MYD88 est une protéine participant a la signalisation induite par
les récepteurs TLR qui permettent la reconnaissance de motifs microbiens et est donc essentielle au
déclenchement de la réponse immunitaire innée [64]. Ces souris déficientes en MYDS88 sont donc plus

sensibles a une infection par Pseudomonas aeruginosa.

Comme en témoigne la figure 6, la survie des animaux, aprés une infection respiratoire aigué, est
dépendante de leur systéme immunitaire. Une immunité normale permet une survie des animaux de 100
% tout au long de I’expérience, un déficit d’activation immunitaire engendre une baisse de la survie des

animaux avec un taux de survie d’environ 40 % a 14 jours et un déficit.

100-

O Immunité normale
Deficit d'activation
immunitaire

ONeutropénie

|
e
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Survie des animaux (%)

0 2 4 6 & 10 12 14
Jours apres "infection

Figure 11 - Courbes de survie illustrant ’efficacité d’une phagothérapie dans différents contextes

immunitaires [65].
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Afin d’obtenir davantage de données et pouvoir quantifier 1’infection au cours du temps, une
souche de Pseudomonas aeruginosa bioluminescente a été utilisée. Le but était de mesurer I’intensité
de lumiere chez les animaux déficients en MYDSS traités par les bactériophages PAK PI1. Il a été
observé que la bioluminescence décline entre huit heures et 24 heures aprés infection, ce qui indique que
le bactériophage est capable de réduire la charge microbienne chez la souris. Entre 24 et 48 heures, la
bioluminescence augmente de nouveau sans qu’on puisse pour autant observer une nouvelle baisse
d’intensité avant le déces des souris. Apres analyse, il a été démontré que ces résultats étaient dus a

I’apparition de bactéries résistantes au bactériophage PAK P1.
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Figure 12 - La phagothérapie est inefficace chez 1'h6te présentant une déficience dans I'activation
de I'immunité innée [66]

« Modele de colonisation du pathogene bioluminescent dans les poumons de la souris représenté comme
radiance moyenne (p/s*/cm?/sr) au fil du temps pour indiquer I'activité antibactérienne du phage par une
breéve réduction de la charge bactérienne, suivie par la croissance d'un clone résistant au phage apres
infection. La fleche indique le point de traitement; limite de détection de radiance in vivo (LOD); les

barres d'erreur indiquent la SEM (*p < 0,05; ***p < 0,001). »

D’autres expériences ont été menées afin de déterminer les cellules impliquées dans la réponse
immunitaire au traitement par bactériophages.
Chez des souris invalidées pour les génes Rag?2 (Recombination Activating Gene 2) et 112rg (Interleukin
2 Receptor gamma chain), souris qui n’étaient donc pas en capacité de développer une réponse

lymphocytaire, la réponse au traitement par phages était tout aussi efficace que chez des souris
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immunocompétentes. Cette expérience a donc permis de démontrer que les cellules lymphoides n’ont

pas d’impact dans une phagothérapie.

Chez les souris neutropéniques la phagothérapie n’a eu aucune utilité. Les neutrophiles
représentent la premicre ligne de défense de 1’organisme contre les infections [67]. Les souris
neutropéniques, comme en témoigne la figure 7, ont une survie a 48 heures nulle ce qui démontre
I’intérét majeur des neutrophiles dans une réponse a la phagothérapie. Ces mémes résultats ont été
obtenus apres avoir réduit la charge bactérienne de 100 fois par rapport aux souris immunocompétentes.
Un pourcentage de 50 % de neutrophiles pulmonaires est estimé suffisant, aprés des études en silico,

pour qu’une phagothérapie soit efficace.

Durée prédite pour
traiter I'infection (jours)

_4.‘

Nombre de neutrophiles

Figure 13 - Résultats de la simulation de I’efficacité d’une phagothérapie en fonction de la quantité

de neutrophiles obtenus par modélisation in silico [65].

Ces expériences permettent donc de démontrer I’importance de la synergie entre neutrophiles et

bactériophages et, en conséquence, entre le systéme immunitaire et les phages [65] [66].

On peut ainsi s’interroger sur la nécessité d’inclure des critéres immunologiques avant I’administration

d’une phagothérapie au patient.
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3.2.2. Systemes de défenses des bactéries contre les phages et contournement

par les phages de ces systémes

3.2.2.1. Adsorption des phages

Pour pouvoir infecter une bactérie, les bactériophages passent par une premicre étape
d’adsorption.
Les bactéries sont dotées d’une diversité importante dans la composition de leurs membranes et sont
parvenues a développer des barriéres pour empécher I’absorption des bactériophages.
On distingue trois types de mécanismes : le blocage des récepteurs des bactériophages, la production

d’une matrice extracellulaire et la production d’inhibiteurs compétitifs.

- Blocage des récepteurs de bactériophages : les bactéries ont la capacité d’adapter la structure

de leurs récepteurs, par la production de protéines afin de ne plus étre reconnues par les phages.

Par exemple, pour Staphylococcus aureus 1’adsorption des phages augmente lorsque les bactéries

produisent moins de protéines A. La production par cette bactérie de ce facteur de virulence lui
permet de contrer I’infection par un bactériophage par blocage du récepteur.

Le blocage des récepteurs de bactériophages peut ¢galement é&tre permis par la présence

d’exopolysaccharides qui permettent d’empécher I’acces aux bactériophages.

- Production de matrice extracellulaire : ce mécanisme permet de favoriser la survie des
bactéries en constituant une barriére physique entre les phages et le récepteur.

Face a ce mécanisme, les bactériophages ont mis en place des mécanismes d’échappement. La matrice

extracellulaire est composée essentiellement de polysaccharides. Ainsi, une des stratégies utilisées par

les phages est de produire des enzymes pouvant dégrader ces polysaccharides. Ces enzymes sont des

lyases et des hydrolases dont 1’action est de rompre les composants polysaccharidique de la matrice,

permettant ainsi aux bactériophages de rejoindre la surface cellulaire de la bactérie.
- Production d’inhibiteur compétitif : FHU1, un transporteur de fer exprimé par certaines

bactéries, entre en compétition avec les bactériophages qui utilisent également ce récepteur pour

permettre leur adsorption par la bactérie [68].
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Figure 14 - Stratégies utilisées par les bactéries pour bloquer I'adsorption des phages.

(A)Echapper a  linfection par les phages a I'étape de  l'adsorption.
L'adsorption des phages a la surface des cellules bactériennes se produit par la reconnaissance
d'un récepteur de phage a la surface. Les bactéries peuvent devenir résistantes aux phages en
modifiant ces récepteurs de la surface cellulaire (étape 1) ; les phages peuvent s'adapter pour
reconnaitre ces nouveaux récepteurs (étape 2). Les bactéries peuvent également produire des
protéines qui masquent les récepteurs des phages (étape 3). Staphylococcus aureus produit la
protéine A, qui réduit I'adsorption des phages (étape 4).

(B) L'adsorption des phages peut également étre bloquée par la production d'exopolysaccharide
(EPS), mais les phages surmontent la couche d'EPS en produisant une polysaccharide lyase ou
une polysaccharide hydrolase pour cliver I'EPS.

(C) Les phages ont également évolué¢ pour reconnaitre spécifiquement les polysaccharides tels que

les antigenes O et les antigenes K.

3.2.2.2. Bloquer ’entrée de I’ADN phagique

Le blocage de I’entrée de I’ADN phagique est permis par les systemes d’exclusion de la
surinfection (SIE). Lorsque le bactériophage est attaché a son récepteur cellulaire sur une bactérie, il est
capable d’injecter son ADN et d’utiliser la machinerie de I’hote pour se répliquer. Le systéme SIE des
bactéries est composé de protéines associées a la membrane et codées par le phage lui-méme. Ce systéme

permet a une bactérie d’éviter une nouvelle infection par un méme type de phage.
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3.2.2.3. Restriction/ modification de ’ADN du phage

Ces systémes de restriction / modification de I’ADN du phage sont présents chez la plupart des
genres bactériens. Leur fonction est de protéger la cellule contre I’ADN envahissant y compris celui de
virus comme les bactériophages. Lorsque le phage pénétre dans une cellule dotée de ce type de systéme,
I’ADN phagique peut étre reconnu par une enzyme de restriction et dégradé ou methylé pour éviter la
restriction, ce qui entraine 1’entrée du phage dans un cycle lytique. En général, ’enzyme de restriction
prend le dessus et I’ADN du bactériophage est clivé.

Lorsque I’ADN du bactériophage est méthylé, les nouveaux virions deviennent insensibles a I’enzyme
de restriction et infectent facilement les cellules voisines contenant le méme systéme de

restriction/modification de I’ADN.

Suite aux mécanismes de défense mis en place par la bactérie contre les bactériophages, ces
derniers ont connus des mutations de leur génome permettant la suppression des sites de reconnaissance
des endonucléases de restriction bactériennes. Par exemple chez le bactériophage T4, les cytosines ont
¢t¢ remplacées par de I’hydroxyméthylcytosine permettant d’échapper aux nucléases clivant
spécifiquement les séquences contenant des cytosines. Les mécanismes de défense des bactéries et des
phages ont évolué au fur et a mesure du temps. Pour contrer ce mécanisme de défense mis en place par
les phages, les bactéries ont développé un autre mécanisme de défense leur permettant d’acquérir un
systéme MDS ou Modification Dependant Systems. Ce mécanisme permet aux bactéries de cliver ’ADN
contenant des bases hydroxyméthylcytosine. En réponse a ce mécanisme, les bactériophages ont été

capables de glycosyler ces bases HMC pour contrer les systémes MDS.

3.2.2.4. Systeme CRISPR - Cas

Le systtme CRISPR-Cas, «Clustered Regularly Interspaced Palindromic Repeats» ou «courtes
répétitions palindromiques regroupées et régulierement espacées », couplés aux protéines Cas « CRISPR
associated » est un systeme de défense de la bactérie contre les bactériophages. Ce systéme permet a la
bactérie de garder en mémoire les infections par bactériophages en intégrant dans son génome des
fragments d’ADN viral qui vont pouvoir étre utilisés lors d’une seconde infection pour diriger les

protéines Cas contre les bactériophages [69].
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Figure 15 - Mode d’action du systeme CRISPR-Cas9 [68]
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a | L'ADN du phage pénétre dans la bactérie et le cycle lytique du phage s'enclenche. La plupart des

Géne Cas

cellules bactériennes subissent une lyse a la fin du cycle lytique du phage.

b | Une petite partie des cellules infectées par le phage survivra a l'infection. Le systtme CRISPR d'un
tel mutant insensible aux phages contient une répétition supplémentaire (dupliquée a partir du locus
CRISPR) et un nouvel espaceur qui a été acquis a partir du génome du phage infectant.

c | L'unité répétition-espaceur nouvellement acquise est responsable de la résistance aux phages. Tout
génome de phage entrant portant un protospacer avec 100% d'identité nucléotidique avec la nouvelle
unité espaceur-répétition sera inactivé et le processus d'infection par le phage sera bloqué.

d | Ces mutants dits insensibles aux phages sont toujours sensibles aux phages qui ne possedent pas ce
protospacer spécifique dans leur génome.

e | Les mutants phagiques porteurs d'une mutation ponctuelle ou d'une délétion dans leur protospacer
(ou dans le motif a c6té du proto-spacer) peuvent contourner l'activité CRISPR et achever leur cycle

lytique [16].

Certains bactériophages ont la capacité d’inactiver le systtme CRISPR-Cas grace a la production de

protéine anti-CRISPR appelé les Acrs.

3.2.2.5. Interruption du cycle infectieux

Le mécanisme d'interruption du cycle infectieux est appelé ABI pour « Abortive Infection

Systems ». Lorsqu'une bactérie est infectée par un phage, le mécanisme ABI est activé, provoquant la
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mort de la bactérie infectée. Cette action sacrifie la cellule infectée pour protéger le reste de la population

bactérienne.

3.2.2.6. Interférence avec I’assemblage viral.

Les flots chromosomiques inductibles par des phages (PICIs, pour « Phage-inducible
chromosomal islands ») sont une catégorie d'é¢léments génétiques hautement mobiles qui jouent un réle
essentiel dans le transfert génétique horizontal, 1'adaptation de 1'h6te et sa virulence. Lors d'une infection,
ces ilots chromosomiques sont excisés, répliqués et empaquetés, perturbant ainsi le développement
intracellulaire des phages. En conséquence, les capsides produites ne permettent pas l'encapsidation d'un

génome viral fonctionnel.

3.2.2.7. Le systétme BREX

BREX, pour « bacteriophages exclusion » est un systeme de défense permettant I’absorption du

bactériophage et I’intégration de son ADN dans la bactérie, mais empéche ensuite sa réplication.

3.3 La phagothérapie en pratique

3.3.1. Aspects réglementaires

En France, un médicament est définit comme une « substance ou composition présentée comme
possédant des propriétés curatives ou préventives a 1'égard des maladies humaines, ainsi que toute
substance ou composition pouvant étre utilisée chez I'hnomme ou pouvant lui étre administrée, en vue
d'établir un diagnostic médical ou de restaurer, corriger ou modifier ses fonctions physiologiques en
exercant une action pharmacologique, immunologique ou métabolique » [70]. Les bactériophages,
répondant a cette définition, sont considérés comme des médicaments. Leur mise sur le marché serait
donc possible uniquement apres des essais cliniques avec un produit standardisé¢ pour permettre des
résultats contrdlables et quantifiables. Mais une préparation de bactériophages est un traitement
personnalisable ne fonctionnant, généralement, spécifiquement que pour un patient et une pathologie
donnée. Ceci rend difficile la tenue d’essais cliniques contrdlés randomisés nécessaires pour prétendre
ensuite a une AMM.

Par ailleurs, le modele économique des bactériophages n’intéresse pas les industries
pharmaceutiques du fait de la nature des phages. En plus de constituer des traitements personnalisables

ne permettant pas une production de masse, les phages ne sont pas brevetables en tant que tels, mais
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seulement le procédé de sélection et le cocktail utilisé le sont. En France, les bactériophages font donc
surtout I’objet de recherches académiques, ce qui ne permet pas de traiter un nombre suffisant de patients

pour apporter des preuves suffisantes de leur innocuité et de leur efficacité [71].

Pour parvenir au développement de ['usage de la phagothérapie en France, deux alternatives sont
envisagées pour permettre une utilisation sous un cadre juridique adapté :

- Créer un statut juridique spécifique

- Adapter le statut de « médicament » aux spécificités des phages pour caractériser leur action et

leur balance bénéfice / risque [71].

A T’heure actuelle, I'utilisation des bactériophages est limitée aux essais cliniques et a un acces
compassionnel autorisé par I’ANSM depuis 2022 a deux bactériophages anti-Staphylococcus aureus
(PP1493 et PP1815) pour le traitement d’infections osseuses et ostéo-articulaires graves documentées a

Staphylococcus aureus.

3.3.2. Préparation magistrale d’une suspension de bactériophage

En France, il n’existe pas de collection de bactériophages, ou phagothéques. Généralement, les
bactériophages sont trouvés dans les eaux usées comme les égouts ou dans divers cours d’eau (rivieres,
fleuves, etc).

La préparation des bactériophages consiste ensuite en quatre étapes successives : la propagation, la

purification, la numérotation et le contrdle.

L’étape de propagation permet de sélectionner les éléments que 1’on souhaite conserver dans
I’échantillon d’eau prélevée. En effet, I’échantillon récupéré contient en plus des bactériophages de
nombreux autres micro-organismes. La propagation se déroule comme suit :
1. Centrifugation et décantation. Les bactériophages se retrouvent dans le surnageant.
2. Filtration pour éliminer les bactéries : la solution contient alors les bactériophages voulus et
non voulus.
3. Mise en présence d’une suspension de bactériophages avec la bactérie pathogéne dans un
milieu liquide.
4. Incubation quelques heures a 35° permettant la propagation des bactériophages recherchés.
5. Ajout de chloroforme permettant de stopper et de détruire les éventuelles bactéries
résiduelles. L’usage de chloroforme n’a pas d’impact sur les bactériophages.

6. Centrifugation, puis filtration de nouveau pour éliminer les débris bactériens.
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Cette étape de propagation permet de sélectionner le ou les bactériophages capables d’attaquer la
bactérie pathogeéne. Pour s’assurer de I’efficacité des bactériophages sélectionnés, on peut déposer une

goutte de cette préparation sur une boite de Pétri.

Ensuite, pour isoler les différentes variétés de bactériophages, on procéde a une étape de purification.
La purification consiste a cloner les bactériophages, les séparer pour n’étudier que les descendants ayant
la méme origine. Les étapes de purification sont :
4. Dilution de la préparation précédente, de manicre a obtenir une dispersion de bactériophages
isolés.
5. Ftaler les dilutions sur une boite de Pétri comportant la bactérie cible : aprés incubation, les
plages de lyses, correspondant chacune a un clone de bactériophage, apparaitront.
6. Sélectionner un ou plusieurs phages, les prélever et les propager en répétant des étapes de
propagation.
7. Répéter ses étapes jusqu’a obtenir un bon résultat de clonage. Généralement, deux ou trois

répétitions suffisent.

Une fois notre suspension obtenue, on peut procéder a la numération de nos échantillons afin de
connaitre le nombre de bactériophages actifs contenus dans notre préparation. On estime qu’il est

nécessaire d’avoir un titre supérieur ou égal a 10’ UFP/ mL pour que la suspension soit efficace.

Enfin, avant d’appliquer les bactériophages au patient, il est nécessaire d'effectuer des contrdles. Cette
étape permet de connaitre les caractéristiques de la préparation, telles que 1’activité et le nombre de

particules virales actives. Plusieurs techniques peuvent étre utilisées pour cette étape.

Pour étudier la sensibilit¢ d’une bactérie aux phages, on peut utiliser ce qu’on appelle un
antiphagogramme. Le principe de cet outil est le méme que celui de I’antibiogramme : on dépose un
tapis de bactéries sur une gélose en boite de Pétri, auquel on ajoute une goutte de chaque suspension
phagique a la place des disques de papier buvard habituel. On laisse incuber quelques heures puis on
peut observer des trous dans le tapis bactérien qui témoigne de Dl’activité lytique des phages. Le

bacteriophagogramme correspondra ensuite au rapport de I’ensemble des activités.
Une autre méthode de caractérisation est ce qu'on appelle la lysotypie. Elle permet de prouver 1’identité

ou la différence de plusieurs souches bactériennes d’une méme espece. La lysotypie est un test

phénotypique qui va permettre de déterminer la sensibilité des bactéries a un panel de bactériophages.
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Si le profil de sensibilité d’une bactérie différe en fonction des bactéries. Cela signifie que les deux
bactéries appartiennent a des clones différents.
Dans la méme idée, on peut utiliser ce qui s’appelle la ribotypie, qui consiste ici en un test génotypique,

basé sur le méme principe que la lysotypie mais il est plus long a réaliser et plus coliteux.

3.3.3. Pharmacologie appliquée aux bactériophages

La pharmacologie est la science qui étudie les médicaments. Elle englobe différents aspects, dont :
- La pharmacocinétique qui étudie le devenir du médicament dans 1’organisme

- La pharmacodynamique qui étudie les effets du médicament sur 1’organisme

3.3.3.1. Pharmacocinétique

Peu de recherches traitent de I'absorption des bactériophages chez 'homme. Ainsi, les données
sont aujourd’hui insuffisantes pour avoir une connaissance parfaite du devenir des bactériophages dans

I’organisme.

La pharmacocinétique correspond a la capacité d’un médicament a atteindre une concentration suffisante
au niveau des tissus cibles pour obtenir des effets pharmacodynamiques. La pharmacocinétique se divise
en quatre composantes :

- L’absorption

- La distribution

- La métabolisation

- L’élimination

Ces quatre composantes vont aboutir a la réduction ou a 1’augmentation de la concentration des

bactériophages.

3.3.3.2. Absorption

L’absorption correspond a I’ensemble des phénoménes permettant aux bactériophages d’étre

transférés depuis leur site d’administration jusqu’a la circulation sanguine.
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En 1987, une étude a été réalisée montrant la présence de bactériophages dans le sang de deux patients
apreés 10 jours de traitement par phagothérapie orale. D'autres travaux ont exploré le passage des
bactériophages a travers la barriére gastro-intestinale. Ce processus, appelé translocation phagique, peut
varier en durée, de quelques minutes a plusieurs jours selon les recherches [72].

Néanmoins, 1’acidité gastrique limite 1’assimilation par voie orale des bactériophages. Ainsi, la dose
efficace a absorber par voie orale pour avoir un effet thérapeutique est indéterminée.

D’autres modes d’administration sont donc a envisager afin de permettre une meilleure absorption des
bactériophages.

On peut, par exemple, envisager des administrations par injection intramusculaire ou intraveineuse, mais
dans ce cas, il faut controler I’absence d’endotoxine dans les échantillons.

Une étude de 1965 a également révélé que l'administration intra rectale de phages entralnait une
concentration de phages dans le sang aussi élevée que celle obtenue par une injection intramusculaire,

mais de maniere plus rapide.

Actuellement, les bactériophages sont surtout utilisés dans des traitements topiques (cf. 4.), ce qui permet

de se passer de cette étape d’absorption [30] [72].

3.3.3.3. Distribution

La distribution regroupe I’ensemble des étapes permettant le transport des bactériophages dans
les différents tissus et organes. Elle détermine la concentration des bactériophages dans le sang, et dans

les tissus cibles ou ils exerceront leurs effets thérapeutiques.

Les mécanismes intervenant dans la distribution des bactériophages dans I’organisme sont encore mal
connus. Certains auteurs suggerent qu’il y aurait une possible liaison entre les bactériophages et les

érythrocytes quand d’autres estiment le contraire.

Selon des études russes, suite a I’administration orale de bactériophages a des animaux de laboratoire,
la présence de bactériophages dans la circulation sanguine a été constatée deux a quatre heures apres,
puis dix heures aprés dans de nombreux organes comme le foie. Une étude menée par Nungester et
Watrous a également permis de démontrer que deux heures aprés une injection intraveineuse de
bactériophages a des rats, la rate et le foie concentrent une plus grande quantité de bactériophages que
le sang. Une autre étude a permis de démontrer que, lors de I'injection intrapéritonéale de bactériophages,

ceux-ci se multiplient au niveau du lieu de I’infection [30] [73].
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3.3.3.4. Métabolisation

La métabolisation regroupe les différentes transformations enzymatiques que va subir le
bactériophage au niveau des différents organes pour mener a la formation d’une substance hydrosoluble
plus facilement éliminable. Cette étape permet également la formation de métabolites actifs et inactifs
ou toxiques. En 1933, Evans a montré que ’effet antibactérien des bactériophages était inhibé lorsque
ceux-ci étaient en contact avec du sang, du pus, de la bile ou de la salive. Ces résultats suggérent que les

bactériophages sont inactivés in vitro [74].

Face a ces travaux, I'utilisation des bactériophages a été remise en cause, les scientifiques
estimant que les bactériophages étaient trop fragiles in vivo et que I’effet antibactérien était dii non pas
aux bactériophages, mais aux débris bactériens toujours présents dans les préparations [75].

Une autre étude menée en 1987, a permis de démontrer que les bactériophages sont inactivés au niveau
gastrique en raison de trois phénomenes :
- Lacidité gastrique
- Laprésence d’anticorps spécifiques dirigée contre les bactériophages apparus suite a la rencontre
antérieure avec les mémes bactériophages. Un hote dit « naif» peut présenter des anticorps anti-
phage avant méme 1’administration de phages, du fait de I’omniprésence des phages dans la
nature [76].

- Latempérature [77]

La compréhension du mécanisme de métabolisation chez les bactériophages et donc difficilement

abordable du fait de I’intervention du systéme immunitaire.

3.3.3.5. I’élimination

L’¢limination correspond a I’étape finale du devenir des bactériophages dans 1’organisme. Selon
plusieurs études, 1’¢élimination des bactériophages se ferait dans 1’urine ou dans les féces.
L’¢limination des bactériophages se ferait sur une période plus ou moins longue, les phages pouvant
persister jusqu’a plusieurs jours dans I’organisme.
L’excrétion, si elle permet de diminuer la concentration des bactériophages dans I’organisme, pourrait
¢galement étre mise a profit dans les infections urinaires car elle permet également d’augmenter la

concentration de bactériophages dans la vessie [78] [79].
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3.3.3.4. Pharmacodynamie

3.3.3.4.1. Efficacité des bactériophages

L’efficacité des bactériophages peut étre mesurée a partir de la réduction du nombre de bactéries,
au niveau du site infectieux ou en terme d’amélioration des signes et symptomes cliniques.
L’efficacité des bactériophages repose sur leurs effets anti-infectieux et donc sur I’action bactéricide des
bactériophages. L’action bactéricide est permise par le phénomeéne de lyse bactérienne tel que décrit
précédemment.
Par ailleurs, il a ét¢é démontré qu’un seuil minimal de densité bactérienne était nécessaire afin de

permettre la prolifération des bactériophages au sein du site infectieux.

L’efficacité des bactériophages repose également sur leur capacité a agir sur les biofilms
bactériens. Un biofilm bactérien est une organisation tridimensionnelle et multicellulaire de bactéries
créée en réponse a des conditions de vie hostile. La formation d’un biofilm permet aux bactéries de
résister a la fois aux réponses immunitaires et aux antibiotiques du fait du caractére infranchissable de

cette barriére physique.

£ BCMI SAS 7 TNRA Matrice de polyméres

bactéries groaniques
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ﬁ“’ '\..
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Figure 16 - Formation d’un biofilm [80]

Par exemple, lors d’une infection bactérienne chronique, les antibiotiques vont avoir un effet
uniquement sur les bactéries circulantes et non sur les bactéries présentes a I’intérieur du biofilm. Ces
dernieres serviront ainsi de point de départ pour de nouvelles infections. En 1971, une étude a démontré
que les bactériophages de Escherichia coli sont capables de synthétiser des enzymes spécifiques appeler
les glycanases, qui vont induire la lyse de ces biofilms. Ces enzymes sont sécrétées lorsque le

bactériophage se lie aux récepteurs secondaires présents au niveau de la capsule polysaccharidique du
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biofilm. Les bactériophages sont ensuite en capacité de diffuser a travers le biofilm bactérien grace a

leurs propriétés enzymatiques.

3.3.3.4.2. Sécurité

La pratique actuelle de la phagothérapie n’entraine que rarement des effets secondaires plutot
mineurs. Le risque avec les bactériophages est li¢ au fait qu’ils interagissent également avec des tissus
non ciblés : ceci pourrait entrainer des conséquences non favorables comme c’est le cas pour les

chimiothérapies conventionnelles.

A Theure actuelle, la seule préoccupation concernant 1’utilisation des bactériophages en
thérapeutique est leur capacité a augmenter la pathogénicité des bactéries de 1’hote. Par exemple, les
bactériophages tempérés ne doivent pas é&tre utilisés a des fins thérapeutiques, en raison de leur
lysogénie. Cette propriété confére aux bactériophages la capacité d’incorporer leur génome dans celui
les bactéries qu’ils infectent, au lieu de tuer immédiatement la bactérie et de se multiplier.

La lysogénie résultant de 1’intégration du génome phagique dans le chromosome bactérien pose 4
problémes majeurs :
- La bactérie infectée ne meurt pas a la suite de I’infection
- Les bactéries deviennent résistantes aux bactériophages qui les ont infectés
- Les bactériophages, en modifiant le phénotype bactérien, permettent a ces derniers d’accroitre
leur virulence.
- Les bactériophages vont capter des genes des bactéries qu’ils infectent et peuvent les transférer

a des bactéries infectées ultérieurement sans les tuer.

54



Partie 4
Utilisation actuelle des
bactériophages et

perspectives en clinique



4. Utilisation actuelle des bactériophages et perspectives en clinique

4.1 Recherches et études cliniques

4.1.1. Essai PhagoBurn pour les grands briilés [81]

4.1.1.1. Présentation et objectifs de I’étude

L'étude présentée ici découle du projet PhagoBurn qui s’inscrit dans le cadre d'un projet
collaboratif européen. Son objectif est de comparer l'efficacité et la tolérabilit¢ d'un cocktail de
bactériophages lytiques ciblant Pseudomonas aeruginosa aux thérapies conventionnelles traitant une
infection locale chez les patients gravement briilés. L'intérét majeur de cette étude est d’évaluer
l'efficacité de la phagothérapie pour ces patients. Chez cette population, la morbidité et la mortalité liées

aux brllures sont exacerbées en raison d'infections des plaies qui peuvent entrainer des septicémies.

4.1.1.2. Méthodologie

L'é¢tude PhagoBurn est un essai clinique randomisé de phase 1/2 incluant des patients adultes
recrutés dans neuf centres spécialisés dans le traitement des briilures situés en France et en Belgique.
Ces patients présentaient une infection confirmée par Pseudomonas aeruginosa au niveau de leur
bralure. Une plaie est considérée infectée par Pseudomonas aeruginosa si cette infection est confirmée
par culture sur écouvillon, accompagnée ou non de signes généraux, et répondant a des criteres cliniques
d'infection tels que l'inflammation, la présence de pus, un retard de cicatrisation, une réouverture de la
plaie, un débridement spontané, etc.

Durant la période de recrutement, de nouveaux critéres d'éligibilité ont été ajoutés, parmi lesquels :

- Le score d'évaluation de la défaillance séquentielle des organes (Sequential Organ Failure
Assessment ou SOFA) ne doit pas augmenter de plus de 2 points durant les 48 heures précédant
l'inclusion du patient dans I'é¢tude. Ce score est un outil clinique permettant d'évaluer la fonction
des différents organes chez les patients en état critique ou hospitalisés en unité de soins intensifs.
Chacun des 6 organes ou systémes est évalué selon un score allant de zéro a quatre, basé sur des
critéres spécifiques : zéro indique une fonction normale et quatre une défaillance sévere.

- Les plaies peuvent également étre colonisées marginalement par d'autres espéces bactériennes.
Au début de l'étude, seuls les patients présentant une monoinfection par Pseudomonas

aeruginosa étaient éligibles.
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Chacun des 27 participants a recu un des deux traitements suivants :
- Un cocktail de 12 bactériophages lytiques ciblant Pseudomonas aeruginosa appelé PP1131.

- Le traitement standard : une créme contenant de la sulfadiazine d'argent a 1 %.

Ces traitements ont été administrés sous forme topiques pendant 7 jours, suivis d'une période
d'observation de 14 jours. En raison des différences visuelles entre les traitements, les cliniciens savaient
quel traitement était administré a chaque patient. Cependant, les microbiologistes analysant les

échantillons et les patients ignoraient le groupe auquel ils appartenaient.

Certains patients ont regu, en complément du traitement topique, une antibiothérapie conforme aux
recommandations de la Société Francophone de Brilologie, sur une durée de 7 jours, dont seul le

médecin traitant était informé.

L'évaluation de l'efficacité de ces traitements repose sur le temps médian nécessaire pour obtenir une
réduction durable de la charge bactérienne d'au moins deux quadrants, selon la méthode
d’ensemencement des quatre quadrants. Cette technique consiste a disperser les micro-organismes sur

une boite de Pétri dans le but d'obtenir des colonies distinctes.

Area Area 2
Heavy Confluent growth Less dense growth
Area 4 : ——— Area3
Isolated Single colonies " s weak growth

Figure 17 - Technique d’ensemencement des 4 quadrants
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Figure 18 - Profil de I'essai.

« La population de sécurité¢ comprend les participants qui ont re¢u au moins un pansement. La population
mITT comprend tous les patients de la population de sécurité présentant une infection
microbiologiquement documentée au jour 0. mITT = intention de traiter modifiée.

PP1131 = cocktail de 12 bactériophages lytiques naturels anti-Pseudomonas aeruginosa.

*Patient randomisé le jour de la suspension de I'essai (2 janvier 2016).

tPatient a été exposé au traitement pour une étude clinique différente. »
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4.1.1.3. Présentation du cocktail de phages

Le cocktail de phages, appel¢ PP1131, est constitué¢ de 12 bactériophages lytiques ciblant
Pseudomonas aeruginosa. 11 a été élaboré et qualifié par le laboratoire Pherecydes Pharma. Tous les
bactériophages inclus dans ce cocktail sont naturels. Ils ont été isolés a partir des eaux usées d'un hopital,
puis purifiés.

Ils appartiennent aux familles des Podoviridae ou des Myoviridae et ont été caractérisés par phénotypage
et génotypage. La production du cocktail a ensuite été réalisée par la société Clean Cells, en suivant les
Bonnes Pratiques de Fabrication. Un unique lot de ce cocktail a été employé pour 1'étude.

Le titre global des phages, par flacon, a été établi a 1x10"9 unités formatrices de plaques (UFP) par ml,

et la concentration de chaque phage représente un douziéme de cette concentration.

4.1.1.4. Résultats obtenus

Les critéres d’évaluation étaient les suivants :

- Le temps nécessaire pour obtenir une réduction durable de la charge bactérienne de deux cadrans
ou plus ;

- L’évolution de la charge bactérienne pour toutes les plaies infectées ;

- L’évolution des critéres cliniques de la Société Francophone de Briilologie ;

- L’indication moment d’introduction du traitement antibiotique systémique ayant une activité sur
Pseudomonas aeruginosa ;

- L’incidence et timing du premier diagnostic d’une nouvelle infection bactérienne intervenant lors
des sept jours de traitement ;

- Les raisons pour lesquelles les participants se sont retirés de 1’étude.
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Figure 19 : Temps nécessaire pour observer une réduction de la charge bactérienne pour toutes les
zones

Analyse de Kaplan-Meier du temps médian nécessaire pour obtenir une réduction semi-quantitative
soutenue de deux quadrants ou plus de la charge bactérienne quotidienne par rapport au jour 0 pour
toutes les plaies.

HR = rapport de risque.

PP1131 = cocktail de 12 bactériophages lytiques naturels anti-Pseudomonas aeruginosa.

Selon le premier critére mentionné, le temps pour réduire la charge bactérienne était plus long
avec le cocktail de bactériophages (médiane 144h) comparé au traitement standard (47h). Au 7e jour,
50% du groupe ayant suivi la phagothérapie avait atteint ce critére contre 85% dans le groupe témoin.
A 21 jours, lors de la période de suivi, 76% du groupe témoin avait obtenu des résultats positifs contre

53% du groupe PP1131.
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Ainsi, la charge bactérienne quotidienne dans la plaie a été réduite de deux quadrants ou plus chez la
moitié¢ des participants traités par phagothérapie. Cependant, le délai pour parvenir a ce résultat était
nettement plus long pour les participants du groupe expérimental que pour ceux suivant le traitement

standard.
Parmi les critéres secondaires, deux différences ont été notées :
- Aujour 14, 43% des participants du groupe PP1131 avaient du pus dans leurs plaies contre 100%
du groupe standard.
- Concernant les plaies ouvertes, 29% des participants du groupe PP1131 avaient des plaies

ouvertes contre 88% du groupe standard.

Un traitement antibiotique suivant les recommandations de la Société Francophone de Briilologie a été

administré a 17% des patients du groupe PP1131 et 38% du groupe standard,

En ce qui concerne les effets secondaires, 38% du groupe PP1131 et 54% du groupe standard en ont

rapporté. Un déces non li€ au traitement a été enregistré dans chaque groupe apres le 21e jour.

En conclusion, la phagothérapie avec PP1131 permet une réduction de l'infection bactérienne, mais elle

semble moins efficace que le traitement standard a base de sulfadiazine d’argent.
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Figure 20 - Effets indésirables observés chez la population saine

4.1.1.5. Problémes soulevés par cette étude

L'un des principaux défis rencontrés au cours de cette étude concernait la fabrication du cocktail

de bactériophages en conformité avec les Bonnes Pratiques de Fabrication (BPF). Initialement estimée
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a 14 mois, la fabrication du cocktail a finalement pris 25 mois, réduisant ainsi le temps allou¢ a 1'étude
clinique elle-méme.

De plus, I'¢tude a di €tre interrompue pendant cinqg mois a la suite de la découverte d'une instabilité du
cocktail de phages. Il a ensuite été constaté que bien que la concentration ait chuté de 1 x 109 PFU/mL

a 1 x 106 PFU/mL, le titre des phages est resté stable pendant I'étude.

Ces défis en maticre de stabilité ont conduit a I'administration d'une dose de phages actifs qui était entre
1 000 et 10 000 fois inférieure a la dose initialement prévue. Associée a une charge bactérienne élevée
dans le groupe PP1131, cette faible dose a résulté en une multiplicité de l'infection extrémement basse
(1:10 000) au niveau de la plaie.

Cette réduction de dose pourrait également expliquer I'absence d'effets indésirables majeurs.

De plus, un critere d'inclusion initial était une monoinfection a Pseudomonas, ce qui a limité le nombre
de patients ¢éligibles a I'étude. Au final, seuls 27 patients ont été randomisés, créant un écart considérable

par rapport au plan d'analyse statistique initial et compromettant la puissance de 1'étude.

Il est également important de souligner que malgré la randomisation, il y a eu des disparités entre les
groupes. Globalement, le groupe expérimental était constitué de patients moins gravement brilés, plus

agés, et présentant une charge bactérienne plus importante que le groupe standard.

Un autre élément a prendre en compte est 'utilisation d'une interface d'alginate avant l'application du
cocktail de phages sur la plaie. Bien que les tests in vitro n'aient pas montré d'impact de celle-ci sur la
libération des bactériophages, elle pourrait avoir influencé les résultats en piégeant potentiellement les

phages.

On peut également noter qu’aucune évaluation de la sensibilité des bactéries pathogenes au cocktail de

phages n'a pas été réalisée avant de commencer le traitement.

4.1.1.7. Conclusion

Cette étude est le premier essai clinique démontrant une réduction pertinente de la charge
bactérienne lors d’une application topique de bactériophages.
Elle cible le traitement des infections de plaies dues a des brilures graves, une des principales causes de
morbidité et de mortalité aprés un traumatisme. Ces infections sont souvent provoquées par des bactéries

multirésistantes.
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Toutefois, bien que prometteurs, les résultats n'ont pas été aussi concluants qu'espéré. Cette étude
démontre qu’il est impératif d'orienter les recherches futures vers la production de cocktails de phages
plus stables. Elle met en évidence la complexité et les défis associés au développement de cette nouvelle
approche thérapeutique.

Méme si cette étude n'a pas prouvé l'efficacité absolue de la phagothérapie, elle sert néanmoins de

premiére preuve de concept en faveur de cette approche [82].

4.1.2. Procédure PhogoDAIR pour le traitement des infections ostéoarticulaires [83]

4.1.2.1. Présentation de la procédure PhagoDAIR

La procédure PhagoDAIR repose sur l'utilisation de bactériophages lors de la procédure
« Debridement Antibiotics and Implant Retention », signifiant en francais « Débridement, Antibiotiques
et Conservation de I'Implant ». L'intérét de cette procédure serait de combiner les avantages du
traitement conventionnel, a savoir la chirurgie et les antibiotiques, aux bactériophages, pour traiter

efficacement les infections de prothése articulaire.

L'infection de la prothése articulaire, ou IPA, est une complication grave des arthroplasties,
majoritairement liée a Staphylococcus aureus (dans 60% des cas [84]). C'est une bactérie qui est une

forte productrice de biofilm, facilitant sa persistance a la surface d'un implant.

Généralement, la stratégie utilisée chez les patients présentant une IPA chronique consiste a
retirer la prothese afin d'éradiquer le biofilm. Néanmoins, chez certains patients, cette procédure n'est
pas réalisable, notamment chez les personnes agées, avec de nombreuses comorbidités, et qui présentent
un risque d’une perte de fonction importante, une réduction du stock osseux, une fracture ou un risque
de déces. Chez ces patients, la procédure DAIR est a privilégier, mais le risque de rechute reste élevé en
raison de la persistance du biofilm a la surface de 1'implant, méme si un traitement antibiotique suppressif

y est combing.

Dans ce contexte, la phagothérapie a le potentiel d'étre utilisée en synergie avec les antibiotiques lors de

cette procédure.

Afin d’illustrer le potentiel de cette stratégie, je m'appuierai sur un rapport présentant la procédure

PhagoDAIR utilisée chez trois patients présentant une IPA récidivante du genou a Staphylococcus aureus
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et dans un contexte d'impasse thérapeutique. Ce rapport a permis de soutenir la mise en place de 1’essai
clinique PhagoDAIR. L'étude PhagoDAIR est une étude multicentrique randomisée, non comparative et
en double aveugle qui porte sur l'utilisation de la phagothérapie dans le traitement des infections a
Staphylococcus aureus de prothése de la hanche ou du genou. Les résultats de cette étude n’ont pas

encore ¢été publiés.

4.1.2.2. Méthodologie

Les trois cas présentés dans le rapport ont fait I'objet d'une réunion multidisciplinaire et d'une
¢tude par ' ANSM, afin de s'assurer qu'aucune autre option thérapeutique ne pouvait étre proposée aux
patients, sans risque de perte de fonction majeure ou de déces. Avant la chirurgie, un phagogramme a
¢été réalisé en utilisant deux types de techniques complémentaires :

- Test de plaque spot permettant de déterminer la sensibilité d’ une souche bactérienne a différents

bactériophages ou a différentes dilutions d’un méme cocktail de phages.

- Test cinétique qui permet d’évaluer la croissance bactérienne en présence de bactériophages [85].
Ces tests ont permis d'évaluer l'activité et l'efficacité des bactériophages sur des souches bactériennes
prélevées lors de ponctions articulaires.

Apres ces tests, I’intervention chirurgicale avec la procédure DAIR est menée. La chirurgie commence
par une excision des marges de la plaie, puis le chirurgien, retire les tissus nécrotique et autres débris
autour de la prothése. Au cours de 1’opération des échantillons sont récoltés pour culture et examen
histologique. L’intégrité de la protheése est ensuite évaluée. Tous les composants modulaires sont retirés
et remplacés permettant de limiter la source d’infection.

Suite a I’intervention, les patients ont été traité avec des antibiotiques pendant six a 12 semaines. Ils ont

ensuite été suivi. Les patients 1, 2 et 3 ont été suivi respectivement 7, 11 et 30 mois.
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4.1.2.3. Présentation du cocktail de phages

Le cocktail de phages produit par Pherecydes Pharma regroupe les phages PP1493, PP1815 et
PP1957 ciblant Staphylococcus aureus. 11 s’agit de phages naturels lytiques obtenus a partir de sources
environnementales. Ils appartiennent aux genres Silviavirus et Rosenblumvirus. Ces trois phages ont été
assemblés de maniére extemporanée par un pharmacien hospitalier (1ml de 1 x 1010 PFU/ml pour
chaque phage) en tant que préparation « magistrale » (dilution finale 1 x 10”9 PFU/ml). Chaque cocktail

a ensuite ¢t¢ administré directement au niveau de I’articulation apres la procédure DAIR.

4.1.2.4. Résultats du phagogramme

Les phagogrammes ont permis de déterminer que les souches bactériennes présentaient une haute
susceptibilité a au moins deux des trois phages a un MOI élevé. Les phages ayant une activité lytique
partielle, ou ceux actifs seulement a un MOI élevé, ont été conservés dans le cocktail final de phages.

Ceci dans le but de prévenir 'apparition d'éventuelles résistances aux phages lors du traitement. Le
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patient trois présentait deux souches bactériennes génétiquement différentes, montrant une susceptibilité
différente aux phages.
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Figure 22 - Phagogrammes réalisés a 1'aide de 1'essai cinétique (A—D) et de 1'essai de plaque de
spot (E). Pour l'essai cinétique, la bactérie a été incubée avec ou sans bactériophages, testés
individuellement a trois concentrations initiales différentes pour obtenir une multiplicité d'infection
(MO, ratio phages/bactéries) faible, intermédiaire et élevée. (A) Correspond a la cinétique de croissance
bactérienne (Densité Optique a 600 nm) obtenue pour la souche isolée chez le patient 1 ; (B) du patient
2 ; et (C,D) des deux souches différentes isolées chez le patient 3.

(E) Score EOP « Efficiency of plating » = nombre de PFU (plaque forming units) avec la souche
testé/nombre PFU avec la souche de référence.

Plus le score est proche de 1, plus la bactérie est sensible aux bactériophages.
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4.1.2.5. Présentations des patients

Les patients sélectionnés sont au nombre de trois, tous agés et en situation d’impasse
thérapeutique.
Le patient 1 a bénéficié d’un remplacement de sa prothese, suivi d’un traitement antibiotique suppressif.
Les patients 2 et 3 ont bénéficié d’une procédure DAIR, suivie d’un traitement antibiotique approprié.
Pour ces trois patients, 1’échange de la prothése n’était pas envisageable. Ils étaient tous dans une
situation pathologique préoccupante, présentant des conditions défavorables au niveau de leur prothése,

notamment avec la présence de pus au contact de I'implant.
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Figure 23 - Détails sur les antécédents d'infection de la prothése du genou des trois patients traités

par la procédure PhagoDAIR.

4.1.2.6. Résultats obtenus

La procédure PhagoDAIR a démontré ici des résultats significatifs, témoignant d'une
amélioration clinique de la fonction pour les trois patients. Pour deux d'entre eux, une légere évacuation
de liquide synovial a persisté, conduisant a la réalisation d'un nouveau DAIR. Cette condition n'était pas
associée a une surinfection, mais uniquement a une légeére inflammation synoviale, sans persistance
bactérienne. Au terme de sept et onze mois de suivi pour les deux premiers patients, une disparition
totale des signes d'infection a été constatée. Quant au troisieéme patient, qui présentait une susceptibilité
différente au cocktail de phages en raison de l'infection par deux souches différentes de Staphylococcus

aureus, une légere évacuation intermittente de liquide synovial a persisté malgré le DAIR itératif.

4.1.2.7. Conclusion

Ce rapport fournit des résultats prometteurs quant a 1’utilisation de la phagothérapie en
complément d’une procédure PhagoDAIR pour les patients en situation d’impasse thérapeutique. Tous
ces patients avaient déja bénéfici¢ de procédures conventionnelles adaptées au stade de leur pathologie.

Néanmoins, aucune de ces options thérapeutiques n’a permis une amélioration de leur situation.
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Chez les patients atteints d’une IPA chronique pour lesquels 1’échange de prothése n’est pas
réalisable, une DAIR suivie d’un traitement antibiotique suppressif est généralement proposée, mais le
taux de réussite reste faible (1-4). L’utilisation de la phagothérapie en tant que traitement adjuvant permet
d’agir localement sur le biofilm. En effet, les phages anti-Staphylococcus aureus ont démontré une
activité anti-biofilm dose-dépendante ainsi qu’une activité synergique avec les antibiotiques (6).

Méme si ces résultats sont prometteurs, ce rapport présente de nombreuses limites :

- Aucun groupe témoin ne permet de comparer le traitement.

- Le nombre de patients est tres faible.

- Les phages sont utilisés en plus de la chirurgie et des antibiotiques, ce qui amene a s’interroger

sur la capacité intrinséque de la phagothérapie a avoir un effet bénéfique.

On peut tout de méme affirmer que chez ces patients, aucune autre approche thérapeutique n’aurait
permis d’obtenir des résultats similaires en raison de la multitude de risques d’échec qu’ils présentaient
(une IPA chronique a Staphylococcus aureus et la pratique d’une procédure DAIR ultérieure). Méme si
deux des patients ont dii de nouveau subir une DAIR, celle-ci était indiquée sur la base de la persistance

d’une légere évacuation de liquide synovial, méme si I’état des patients s'était largement amélioré.

4.2. Antibiothérapie vs phagothérapie

Afin de synthétiser les informations recueillies sur la phagothérapie, un tableau comparatif mettant en

paralléle cette option thérapeutique avec I'antibiothérapie est présenté dans cette partie.

Antibiothérapie

Phagothérapie

Mode d’action

Bactériostatique ou bactéricide.

Cycle lytique = bactéricide.

trés efficaces mais favorisent les

résistances

Mécanismes bien connus. | Mécanismes pharmacocinétiques et
Antibiotiques métabolisés in vivo. | pharmacodynamiques mal connus.
Pharmacologie ] o _ )

Modalités d’administration bien

définies.

Spectre large ou étroit selon | Spécificité étroite, aucune action hors
Spécificité o ‘

I’antibiotique. de la cible.

En général, oui. Inefficace, si | Efficacit¢ a documenter. Nécessité

bactérie inconnue ou résistante. | d’un seuil bactérien minimum pour
Efficacité Certaines bactéries a large spectre | étre efficace.
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Résistances

Nombreuses bactéries multi-

résistantes. Emergence rapide.

Résistances possibles, mais les

phages peuvent évoluer pour

contourner la résistance +  les
bactériophages sont trés nombreux
permettant  de

pallier a ces

résistances.

Effets indésirables

Nombreux, dépendants de
I’antibiotique utilisé.
Effet

néfaste sur la  flore

commensale provoquant dysbioses

Rares et non graves (sous réserve que

la préparation soit correctement
purifiée).

Action uniquement sur la souche

Action sur les

et infections opportunistes | ciblée. Respect des flores

secondaires. commensales, méme lors de
I’utilisation  d’un  cocktail de
bactériophages.

Difficile, nécessite des | Action sur les biofilms, les enzymes

concentrations en antibiotiques trop

de phages dégradent le biofilm.

biofilms '
1mportantes.
Largement ¢étudiée, tres stable, | Peu de données et peu d’études.
Stabilité .
conservation longue.
Nombreuses indications, | Absence de standardisation.
Indication o .
prescriptions standardisées.
Méthode bien connue. Méthode a grande échelle a améliorer
Production Mise sur le marché longue. mais développement rapide.
Adaptation a chaque souche.
C Tres coliteuse, notamment du fait de | Les bactériophages naturels sont peu
olit
I’étape de développement. couteux.
Réglementation Statut clairement définis. Absents des textes réglementaires.

Recherche et

développement

Recherche intensive mais
découverte en déclin. Baisse de

I’attrait pour les industriels.

Recherche en augmentation.

Tableau 1 - Tableau comparatif de I’antibiothérapie et de la phagothérapie
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4.3. Discussion

L’antibiothérapie est considérée comme la référence en maticre de traitement des infections
bactériennes. Cependant, depuis plusieurs années maintenant, le monde fait face a I’émergence de
souches bactériennes multi-résistantes. La nécessité de trouver des alternatives thérapeutiques pour
traiter ce type d'infections s'impose. Le but de cette thése était de se demander si la phagothérapie pouvait
étre éventuellement une alternative thérapeutique potentielle. Suite a I’écriture de cette thése, il me parait
effectivement que la phagothérapie, bien qu'encore a ses débuts, peut étre pergue comme une solution
potentielle face a la montée des infections résistantes aux antibiotiques. Les études effectuées
démontrent une efficacité certaine de cette thérapie. Néanmoins, bien que prometteuses, elles restent

insuffisantes pour tirer des conclusions définitives sur l'efficacité et la sécurité de cette approche.

La procédure PhagoDAIR, par exemple, met en évidence 1'intérét de la phagothérapie lorsqu'elle
est utilisée en complément de 'antibiothérapie. Cependant, il est a noter qu'aucune étude n'a encore été
menée en utilisant exclusivement la phagothérapie, sans le soutien des antibiotiques dans le cadre des
IPA chroniques. Cela souléve la question de savoir si la phagothérapie peut un jour remplacer

complétement l'antibiothérapie ou si elle restera une solution adjuvante potentielle dans cette indication.

L’¢étude PhagoBurn quant a elle, a mis I’accent sur la difficulté et le temps nécessaire afin d’obtenir un

cocktail de bactériophages stable.

De maniere générale, la phagothérapie se heurte & de nombreux obstacles. D'un point de vue
réglementaire, les Bonnes Pratiques de Fabrications bien qu'essentielles pour les médicaments
conventionnels, semblent difficilement applicables stricto sensu a la phagothérapie. La conduite des
¢tudes cliniques, étape obligatoire avant le passage a une autorisation de mise sur le marché est ainsi
rendue compliquée. De plus, le statut actuel des bactériophages reste flou, ce qui rend difficile leur
utilisation a grande échelle. Selon moi, il faudrait que le code de la santé publique prévoie un statut
particulier pour les bactériophages et donc, redéfinir le statut du médicament afin d’y intégrer la

phagothérapie.

11 est également important de considérer les implications économiques. La production de bactériophages

est longue, coliteuse, et le retour sur investissement peut ne pas étre aussi lucratif pour les laboratoires

71



pharmaceutiques par rapport aux médicaments conventionnels ; d’autant que seul le cocktail de phages

et son procédé¢ de fabrication sont brevetables.

Aussi, contrairement aux antibiotiques qui peuvent cibler un large éventail de bactéries, les
phages sont hautement spécifiques et ne peuvent cibler qu’une seule souche bactérienne. Méme si cela
peut présenter un avantage, I’inconvénient est que cette spécificité nécessite une identification précise

de la souche bactérienne causant l'infection.

Un autre défi majeur est la capacité des bactéries a évoluer. Si une souche bactérienne mute, le
bactériophage spécifique utilisé pour la traiter pourrait devenir inefficace. Cela souleve des
préoccupations quant a la durabilité de la phagothérapie a long terme. De plus, une utilisation massive
de bactériophages pourrait-elle entrainer 1'émergence de nouvelles résistances, tout comme cela s'est
produit avec les antibiotiques ? Si aujourd’hui, les mécanismes de résistance développés par les bactéries
face aux phages semblent étre maitrisables, qu’en sera-t-il si les bactériophages sont utilisés de maniére

massive et parfois inappropriée comme le sont aujourd’hui les antibiotiques ?

Ensuite, on peut se poser la question de I’accueil que susciterait une utilisation plus répandue de
la phagothérapie aussi bien pour les soignants que pour les patients. Aujourd’hui, on peut constater de
manicre assez globale que les thérapies moins conventionnelles, comme peut I’étre notamment le vaccin
ARN du COVID-19, suscite la méfiance des patients et d’une partie de la communauté médicale, malgré
le fait que ce dernier ait fait I'objet d'études poussées et soit le résultat de plusieurs années de recherche.
La phagothérapie, méme en étant connue depuis de nombreuses décennies, n’a pour le moment pas fait
I’objet de recherches trés poussées et les résultats dont on dispose a I’heure actuelle, bien que
prometteurs, ne démontrent pas une efficacité absolue. On peut modérer ces propos en considérant que
la gravité et les conséquences d’une absence de traitement peuvent étre totalement différentes selon les

patients, dans 'optique ou la phagothérapie serait utilisée dans le cadre d’une impasse thérapeutique.

En 1I’état actuel des choses, il me semble compliqué aujourd’hui de voir les bactériophages comme un
médicament classique prescrit par un médecin a différents patients présentant une méme pathologie.
L’approche la plus évidente, au vu des études, de la réglementation et de la fabrication d’un cocktail de
phages serait une prescription pour une préparation magistrale de bactériophages administrée a un
patient ou a une catégorie de patients pour une pathologie chronique. En effet, la nature persistante de
ces maladies, la nécessité d'un traitement ciblé, et le temps requis pour développer un cocktail de phages

adapté rendent cette approche individualisée particulicrement adaptée.
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Pour pouvoir répondre a toutes ces questions et en savoir davantage sur le fonctionnement des
bactériophages, il est primordial aujourd’hui de pouvoir procéder a de nouveaux essais cliniques.
L’intérét serait d’une part de prouver de maniere plus juste I’efficacité de la phagothérapie, grace a des
essais a grande échelle, randomisées et controlées. Ces études permettraient également de confirmer la
sécurité des bactériophages ainsi que 1’absence d’effets secondaires graves. En plus de cela, il faudrait
déterminer de maniére plus précise les propriétés pharmacocinétiques et pharmacodynamiques des
bactériophages ainsi que leurs interactions avec le systéme immunitaire pour mieux évaluer les

implications de ce type de traitement.

En conclusion, bien que la phagothérapie présente un potentiel considérable comme alternative ou
complément a l'antibiothérapie, de nombreuses questions restent sans réponse. Des études
supplémentaires, une réglementation claire et une collaboration entre les chercheurs et l'industrie sont

essentielles pour réaliser pleinement le potentiel de la phagothérapie.
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5. Conclusion

Face a 'antibiorésistance, la phagothérapie, longtemps oubliée, réapparait dans le paysage de la
recherche scientifique.

La phagothérapie intéresse aujourd'hui les scientifiques car elle semble démontrer une efficacité
face aux infections résistantes aux antibiotiques. Cependant, elle attire encore trop peu les capitaux
privés en raison d'un marché qui semble peu lucratif. Pherecydes Pharma est la premiére compagnie a
avoir produit des bactériophages thérapeutiques en 2006 en suivant les Bonnes Pratiques de Fabrication
et est a l'initiative du projet PhagoBurn. Ces initiatives, bien qu'encore rares, témoignent d'un regain
d'intérét pour l'utilisation des bactériophages. Néanmoins, les différentes études publiées n'ont pas
démontré leur efficacité sur un grand nombre de patients et, de maniere plus globale, n'ont pas été

réalisées dans des conditions permettant d'affirmer avec certitude 1'intérét de cette option thérapeutique.

De nouvelles études sont donc nécessaires pour confirmer I'efficacité des bactériophages sur un

plus grand nombre de patients.

Au-dela de cette approche classique d'utilisation des bactériophages, une autre alternative est
envisagée. La start-up Eligo BioSciences, créée en 2014, s'intéresse a I'édition du génome des
bactériophages. Elle vise a permettre a ces OGM d'attaquer sélectivement les bactéries selon leur

séquence génomique, tout en laissant intact le reste du microbiome.
En somme, aprés un siecle d'oubli, la phagothérapie ressurgit comme une alternative

prometteuse, nécessitant d’étre davantage explorée, notamment en envisageant des innovations telles

que 1'édition génomique des bactériophages.
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BACTERIOPHAGES :
LA PLACE DE LA PHAGOTHERAPIE
DANS LA LUTTE CONTRE
L’ANTIBIORESISTANCE

RESUME

La découverte de la pénicilline en 1928 a marqué un tournant dans la lutte contre les infections
bactériennes, offrant un espoir d'éradiquer la mortalité liée a ces infections. Mais, 1'émergence de
bactéries multi-résistantes aux antibiotiques a remis en question cette innovation thérapeutique. En 2022,
The Lancet a souligné l'ampleur du probleme, estimant a 1,3 million le nombre de déces dus a
l'antibiorésistance.

Face a ce défi, la phagothérapie, une approche thérapeutique basée sur l'utilisation de
bactériophages pour cibler et détruire les bactéries, est revenue sur le devant de la scéne. Bien qu'elle ait
¢été découverte avant la pénicilline, elle avait été largement éclipsée en France par l'efficacité et la
simplicité d'utilisation des antibiotiques. Malgré son potentiel, elle se heurte a divers obstacles, qu'ils
soient réglementaires, économiques ou scientifiques. Les recherches actuelles, bien qu'encourageantes,
ne permettent pas encore de confirmer son efficacité a grande échelle.

Cette thése explore l'histoire, les défis et les perspectives de la phagothérapie face a I'antibiorésistance.
Elle met en lumiére les avancées récentes, comme la procédure PhagoDAIR et 1'étude PhagoBurn, tout
en soulignant la nécessité de nouvelles recherches.

La phagothérapie, apres un si¢cle d'oubli, émerge comme une alternative potentielle a I'antibiorésistance,

mais nécessite une exploration et une validation plus approfondies.
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