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Introduction

Introduction

Avec la découverte des antibiotiques le probléme des infections bactériennes semblait étre
résolu a jamais. Or la riposte des bactéries a été a la fois progressive et continuelle aboutissant

au phénomene de résistance et générant par conséquent de multiples échecs thérapeutiques.

Si aucune mesure n’est prise, le Groupe spécial de coordination inter-institutions des Nations
Unies sur la résistance aux antimicrobiens (IACG) prévient que les maladies résistantes aux
médicaments pourraient étre responsables de 10 millions de déces chaque année d’ici a 2050
et causer des dommages économiques aussi catastrophiques que la crise financiére mondiale
de 2008-2009. D’ici a 2030, la résistance aux antimicrobiens pourrait faire basculer jusqu’a
24 millions de personnes dans I’extréme pauvreté (Organisation mondiale de la santé,
2019). Tout aussi inquiétant est le fait que de nouveaux antibiotiques ne sont pas développés a
un rythme suffisant pour remplacer les medicaments qui deviennent moins efficaces
(Spellberg et al., 2004).

Cette situation impose la recherche de nouvelles alternatives, parmi ces derniéres certaines
sont offertes par un antagonisme naturel, il s’agit de I’exploration de la phagothérapie contre
ces bactéries qui ne cessent de collectionner les mécanismes de resistances. Cette thérapie
ancienne a été délaissée au profit de 1’utilisation des antibiotiques, 1’enjeu économique est
considérablement important et jusqu'a présent le marché des antibiotiques domine les

traitements

Les bactériophages (phages) fagonnent I'écologie et I'évolution bactérienne depuis des
millions d’années, La capacité des phages non seulement a cibler et détruire une bactérie
spécifique, souligne leur rdle potentiel dans le traitement des maladies infectieuses. Les
phages sont aussi écologiquement sirs (c'est-a-dire inoffensifs pour I'nomme, les plantes et les
animaux) (Kutateladze et Adamia, 2010).

Contrairement aux antibiotiques qui peuvent altérer méme la flore normale de I’organisme.
Cette thérapie représente également un grand espoir pour des milliers de patients atteints de

telles infections mortelles.

Ainsi I’objectif de ce travail a été de lever certaines appréhensions sur les phages et la
phagothérapie, il s’agit de faire un état des lieux sur cette thématique en mettant 1’accent sur

leur isolement et leur preparation, leur mode d’action, leur pharmacologie.
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Introduction

L’utilisation de nouvelles technologies des phages apporte différentes solutions qui peuvent
dépasser de loin le domaine clinique jusqu'a attendre des domaines tels que I’agroalimentaire

et I’agronomique.



Histoire De La Phagothérapie

1 Histoire de la phagothérapie

1.1 La naissance de la phagothérapie
La découverte de la phagothérapie revient a Frederick Twort et a Félix D’Hérelle, tandis

qu’en (1896), Ernest Hankin a rapporté la premiére mise en évidence des bactériophages
spécifiques a Vibrio cholerae (Hankin, 1896). En (1917), le microbiologiste franco-canadien
Félix D’Hérelle a analysé in vitro les selles de patients atteints de dysenterie bacillaire et a
observé des plages claires sur gélose, il a constaté que cette plage claire correspond a une lyse
bactérienne pouvant étre due a un agent filtrant ayant une activité antibactérienne qu’il a

appelé plus tard bactériophage (D’Hérelle, 1917).

Deux ans plus tot, I’anglais Frederick Twort avait effectué¢ les mémes observations mais sans
pouvoir définir s’il s’agissait d’un virus ou d’un composé chimique (Twort, 1915). Depuis
décembre 1918 D’Hérelle a proposé I'utilisation de bactériophages comme traitement de la
dysenterie bacillaire (D’Hérelle, 1918). Il a mené par la suite, les premiers essais de
phagothérapie chez 1’animal. Apres, il a étendu ses recherches sur les humains. Et c’est en
(1919) qu’il a relaté ses toutes premiéres tentatives de « phagothérapie » chez des enfants
victimes de dysenterie bacillaire a I’hopital Necker de paris et cinq enfants furent traités avec
succes (Kabeshima, 1920 ; Dublanchet, 2009). La phagothérapie est née. Les premiers
succes ont fait 1’objet d’une véritable « mondialisation de la phagothérapie ». Elle a été
utilisée pour le traitement de la peste en Egypte en (1925) (D Hérelle, 1925), et du choléra en
Inde en (1926) (Morison, 1935).

En (1933) un éleve de Félix D’Hérelle, appelé Georgi Eliava, a créé le premier important

centre de phagothérapie en Géorgie a Thilissi « I’institut du bactériophage » (Dublanchet,
2009).

1.2 L’abandon de la phagothérapie

1.2.1 L’émergence d’opposants et de critiques
Malgré les premiers succés et la commercialisation de formulations développées par

I’institution de Félix D’Hérelle a Paris ou la société Eli Lilly aux Etats Unis, il y a eu quelques
déceptions, faisant naitre les premiers doutes (Dublanchet, 2009). Ce qui a fait que la
phagothérapie a été critiquée pendant les années 1930 a cause de 1’absence de normes dans la
préparation des phages, en plus de I’absence de standardisation des préparations phagiques et
des critéres de purification, ce qui n’a pas donné la possibilité de comparer les résultats des

différents travaux sur la phagothérapie (Eaton et Bayne-Jones, 1934 ; Abedon et al., 2011).
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Aussi, la nature virale mal connue a 1'époque avant ’invention du microscope électronique,
avec I'émergence de certains chercheurs tel que Bordet et Cuicia qui ont nié I'nypothése de
D’Hérelle et ont déclaré que le succes de cette méthode est di a un phénomeéne enzymatique
et que les bactériophages n'existent pas, jusqu'a 1’observation et la photographie du premier
bactériophage actif contre Escherichia coli (Figure 1) par Ruska en 1940 apres l'invention du

microscope électronique (Dublanchet, 2009).

Figure 1 : Premiéres photographies des bactériophages actifs contre Escherichia coli
publiées en 1942 (Luria et Anderson, 1942).

1.2.2 La découverte d’antibiotiques, la seconde guerre mondiale et l1a guerre froide
L'avenement des antibiotiques, en particulier la pénicilline en 1928 et la seconde guerre

mondiale, ont conduit a la fin de l'utilisation et de la recherche sur les bactériophages, et a
I'abandon de la phagothérapie (Dublanchet et Fruciano, 2008). En effet, les antibiotiques
présentaient des avantages par rapport aux bactériophages du fait de leur facilité dutilisation,
de leur large spectre d'activité, et de leur potentiel de stabilité de production (Summers,
2001).

En plus, des besoins énormes en traitements anti-infectieux générés par la guerre qui était le
promoteur de 1’dge d’or de I’antibiothérapie. Suivie par I'émergence de grandes sociétés
pharmaceutiques qui produisent des antibiotiques. L’abandon total de la phagothérapie dans
les années 80 par les pays de I’Europe de I’Ouest, sera marqué par la destruction des
collections de bactériophage de I’institut Pasteur de paris et de Lyon (Dublanchet et
Fruciano, 2008).
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Mais a la sortie de la seconde guerre mondiale, seuls les pays situés en Europe de 1’Est ont
poursuivi 1’utilisations de la phagothérapie (Abedon et al., 2011) car les antibiotiques des
industries pharmaceutiques de I'Ouest ont été interdits pour eux pendant la guerre froide
(pirnay et al., 2012).

1.3 Le retour de la phagothérapie

La fin de la guerre froide et des régimes communistes de 1’Est, I’émergence de bactéries
multirésistantes aux antibiotiques (pirnay et al.,2012), et surtout le rythme insuffisant du
développement de nouveaux antibiotiques par les grandes industries pharmaceutiques au
monde pour substituer les antibiotiques qui sont devenus moins utiles. Et la faible probabilité
de disponibilité de nouveaux antibiotiques pour la prochaine décennie (Sulakvelidze et al.,
2001). Cela a été I’acteur du retour et du regain d’intérét pour la phagothérapie par les
thérapeutes occidentaux, ce qui est expliqué par I’augmentation de nombre de publications qui

porte sur 1’étude des bactériophages depuis les années 2000 (pirnay et al., 2012) (Figure 2).

Cependant, les travaux qui ont marqué le début de la renaissance de la thérapie par les phages
en occident, étaient illustrés par 1’utilisation de phages préparés en Union des Républiques
socialistes soviétiques (URSS) en (1970) au Pakistan pour le traitement du choléra dans de
nombreuses expérimentations parrainées par 1’Organisation Mondiale de la Santé (OMS)
(Monsur et al., 1970 ; Marcuk et al., 1971).

Ces expériences ont conclu que les antibiotiques sont plus efficaces contre le choléra mais la
sélectivité du phage anticholérique permet de baisser le nombre de la plupart des vibrions sans
affecter la flore intestinale normale et sans la moindre toxicité sur le patient. Une autre série
darticles a été publiée par la suite sur cette thérapie par les phages qui portait sur le traitement
de la diarrhée (chez les souris et certains animaux de ferme infectés par Escherichia coli), ces
études ont conclu que la phagothérapie peut étre utilisée en thérapie et aussi en prophylaxie
(Smith et Huggins, 1982, 1983 ; Smith et al., 1987a ; Smith et al., 1987b) (Figure3).
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Figure 2 : Articles consacrés au bactériophage et a la phagothérapie. Publiés dans les

revues internationales entre 1967 et 2011 (Ravat et al., 2015).

1.4 La phagothérapie d’aujourd’hui
Le traitement par phagothérapie est appliqué pour le contréle des infections bactériennes par

plusieurs pays dont la Pologne, la Géorgie et la Russie depuis prés d'un siécle. Et aujourd’hui,
d’autres pays de I’Europe de I’Ouest, tel que la France, la Belgique, la Suisse ont décidé de s'y
joindre pour le traitement des brulures par le projet « Phagoburn » et méme les Etats-Unis
(Reardon, 2014).

L’Institut Hirszfeld d'immunologie et de thérapie expérimentale & Wroclaw présente un centre
de phagothérapie qui fournit pour ses patients des traitements expérimentaux contre plusieurs
bactéries infectieuses. Depuis les données publiées par ce centre de phagothérapie, 35 a 50 %
des patients ont obtenu des résultats positifs. Cependant, le centre n’a aucun traitement contre
Borrelia spp., Streptococcus spp., Mycobacterium tuberculosis, Propionibacterium acnes,

Helicobacter pylori et Haemophilus influenza, ni Chlamydia spp. (Cisek, 2017).

Tandis qu’a Thbilissi en Géorgie au niveau du centre Eliava Phage Therapy, la phagothérapie
est utilisée dans le traitement des infections provoquées par de nombreux pathogenes
bactériens tels que Enterococcus faecalis de sérovars variés, E. coli de différents antigénes,
Proteus, Pseudomonas, Salmonella, Shigella, différentes espéces de Staphylococcus et autre
(Cisek, 2017).
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Actuellement, le centre offre pour les patients du monde entier des traitements locaux pour
ceux qui peuvent voyager en Géorgie ou un traitement a distance pour les patients qui peuvent
bénéficier d'une phagothérapie mais qui ne peuvent pas voyager. Le centre envoie pour eux
des colis de phages avec les recommandations nécessaires adaptées a leur traitement
(Treatments, 2021).

La clinique offre des traitements pour les maladies de voies respiratoires supérieures et
inférieures, gastros intestinales, les infections bactériennes de la peau et des tissus mous, les
infections résistantes aux antibiotiques [Staphylococcus aureus résistant a la méticilline
(SARM), Entérocoque résistant a la vancomycine (ERV), Entérobactéries productrices des
carbapénemase (CRE), bactéries productrices de béta-lactamases a spectre élargi (BLSE)], les
infections nosocomiales, et I’intolérance aux antibiotiques (allergie), en plus d’une utilisation
expérimentale dans les troubles du spectre autistique, en prophylaxie post-opératoires, etc
(Specialties, 2021).
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Figure 3 : Echelle chronologique des grandes étapes de découverte et d’utilisation de la phagothérapie
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2 Les bactériophages

2.1 Definition

Le terme bactériophage a été employé pour la premiere fois par le chercheur franco-canadien
Felix D’Hérelle pour désigner « le microbe tueur de microbe » qu’il a découvert (D’Hérelle,
1919). Ce terme est divisé en deux parties, Bactério et phage. Provenant des deux mots grec
« baktéria » qui veut dire baton, en raison de la forme en baténnets des premiéres bactéries
observées) et « phagos » qui veux dire mangeur, donc bactériophage signifie littérairement

mangeur de bactéries (Souza et al., 2006).

Les bactériophages ou phages sont des virus prédateurs de bactéries depuis des milliards
d’années, ils représentent la biomasse la plus importante de la planéete. Leur apparition revient
a celle des toutes premiéres bactéries, ils sont dix a cent fois plus nombreux que les bactéries
(D’Hérelle, 1917). Ces virus infectent les bactéries avec une tres grande spécificité, ils sont
présents partout dans la nature, un litre d’eau de mer contient environ 101° particules de

phages et leur nombre sur Terre est estimé a 103° (Bergh et al., 1989).

2.2 Les caractéristiques des bactériophages
Les bactériophages sont des entités biologiques composés d’acide nucléique et de protéines.

Leur taille est comprise entre 25 et 200 nanometres, visibles uniquement au microscope
électronique (Dufour et Debarbieux, 2017). Ce sont comme tous les virus, des parasites
obligatoires car ils ont besoin de la machinerie cellulaire de la bactérie hdte pour se
développer et produire une descendance (Prevel et Dufour, 2016). Parmi les milliers de
bactériophages décrit jusqu'a présent et les centaines d’espéces connues, il est estimé que cela
ne présente que 10% des phages existants (Ackermann, 2009). Chaque bactériophage est
spécifique seulement a une espéce bactérienne voire a quelques souches de cette espece, et il

existe plusieurs phages spécifiques a chaque bactérie (Prevel et Dufour, 2016).

Les bactériophages sont dotés d’un systéme d’arrimage spécifique, d’'un ADN qui est
probablement aussi adapté a I’ADN de 1’héte bactérien. Cela interdit aux phages d’affecter les
autres especes présentes dans le milieu (Dublanchet, 2009). Ils jouent un rdle écologique trés
important notamment dans le renouvellement des populations bactériennes, leur régulation
(phages lytiques) et leur évolution (phages tempérés), dans la mobilisation de substrats issus
de la destruction bactérienne (Faruque, Islam et al., 2005 ; Faruque, Naser et al., 2005). Ils
ont méme une influence sur les parametres physico-chimiques des écosystemes, le cycle du

carbone et jusqu’au changement climatique de la planéte (Diaz-Miinoz et Koskella, 2014).
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2.3 Structure des bactériophages
Les bactériophages sont morphologiquement variables mais la plupart présentent des éléments

identiques a la (figure 4).

v' La téte ou capside : c’est une coque de nature protéique de forme icosaédrique. Elle
renferme le matériel génétique viral, généralement un ADN double brin.

v' La queue ou le collier : est une structure qui peut étre contractile ou non, sur laquelle ils
sont connectés généralement six fibres caudales.

v’ Les fibres caudales : portent a leurs extrémités des récepteurs spécifiques a des sites de

fixation présents au niveau de la surface des cellules bactériennes (Ackermann, 2005).

A .
Capside
Téte = Génome (ADN
double brin)
Collier ;
Tube central
<« Gaine contractile
Queue —

Plaque basale

Fibres caudales

Figure 4 : Schéma accompagné de légendes des composantes d’un bactériophage
(Gontier, 2021).

Il existe des bactériophages qui présentent d’autres morphologies (Figure 5) et ils sont
caractérisées par I’absence de queues, ils constituent des phages icosaédriques avec ou sans
membrane lipidique, des phages filamenteux ou bien pléomorphes, avec des génomes a
(ADN ou a ARN) simple ou double brin (Ofir et Sorek, 2005 ; Ackermann, 2007).
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Figure 5 : Morphologie des principaux groupes de bactériophages. D’aprés et avec

autorisation d’Ackermann (Ackermann, 2007)

2.4 Clasifficassion
La classification des bactériophages est similaire a celle des autres virus, et elle est établie par

le Comité International de Taxonomie des Virus (ICTV) (Ackermann et Prangishvili, 2012).
En revenche les phages sont classés selon plusieurs critéres tel que la morphologie de chaque
virus ¢’est-a-dire la symétrie et les particularités de la capside (hélicoidale, icosaédrique ou
complexe ), le type d’acide nucléique qu’ils renferment (ADN ou ARN, simple ou double

brin) et la présence ou I’absense d’une enveloppe (Dublanchet, 2017a).

Selon I'ICTV, les bacteriophages sont regroupées dans dix familles (Ackermann et
Prangishvili, 2012), dont 95% appartiennent a 1’ordre des Caudovirales. qui présentent une
structure dite « a symeétrie binaire » ou « caudée », cet ordre rassemble trois familles : les

Myoviridae, les Podoviridae et les Siphoviridae (Dublanchet, 2017a).
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Avec une taille de 25 a 800 nanométres sur 1’axe téte-queue (Figure 6). Les 5% restants des
phages sont répartis dans 7 autres familles isolées qui ne fonts pas partie de I’ordre des
Caudovirales (Ackermann et Prangishvili, 2012 ; Dublanchet, 2017a).

e

t-)
am>
T3

Podoviridae Myoviridae

Siohoviridae

Figure 6: Repreésentation schématique des 3 familles de bactériophages composant
I’ordre des Caudovirales. c=capside, f=fibres de queue, gq=queue, pb=plateforme basale,

ep=fibres secondaires. D’apres (Hulo et al., 2011).

Ces 7 autres familles présentent une structure a symétrie non binaire qui peut étre soit
cubique, soit hélicoidale, soit complexe (Dublanchet, 2017a) (Tableau 1).
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Tableau 1: Classification des bactériophages d’aprés (Hanlon, 2007 ; Ackermann et

Prangishvili, 2012)

Ordre Famille
Myoviridae
o Siphoviridae
Caudoviridale
Podoviridae
Tectiviridae

Corticoviridae

Plasmaviridae

Inoviridae
Microviridae
Cystoviridae

Leviviridae

2.5 Les cycles de reproduction phagiques

Morphologie

Capside
icosaédrique
+

queue

queue contractile
Longue queue non
contractile

Queue courte et

non contractile

Capside icosaidrique avec vésicule

interne lipoproteique

Capside icosaedrique avec couche

lipidique

Pléomorphe,

pas de capside

enveloppe, lipides,

En forme de tige a symétrie

hélicoidale

capside icosaédrique

Capside icosaédrique + enveloppe

lipidique

Capside quasi-icosaédrique

Acide nucleique

ADN double brin

ADN double brin

AND double brin

ADN double brin

ADN simple brin
ADN simple brin
ARN double brin

ARN simple brin

En plus des critéres de classification cités précédemment, les bactériophages se distinguent

aussi selon leurs virulence et leurs cycles de reproduction. lls peuvent avoir plusieurs types de

cycles de reproduction, suivant leur information génétique et 1’état métabolique des cellules

infectées. 1l existe quatre types de cycles de reproduction (lytiques, lysogéniques,

pseudolysogéniques et chroniques). Cependant, les cycles les plus rencontrés sont : le cycle

Iytique et lysogénique. Les deux autres cycles sont plus rarement rencontrés (Pietila et al.,

2014).
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2.5.1 Le cycle lytique
La durée du cycle lytique est habituellement moins de 30 minutes alors que le processus de

division bactérienne se deroule généralement au bout d’une heure environ. la lyse des
populations bactériennes (action bactéricide) est alors plus rapide que leurs capacités de se
multiplier. par ailleurs chaque phage est doté d’une grande specificité, il est capable d’infecter
une espece bactérienne ou plusieurs souches au sein de cette méme espece grace a son
systtme d’arrimage spécifique, et de son ADN adapt¢ a I’ADN de 1’hdte bactérien
(Dublanchet, 2009) (Figure 8).

2.5.2 Les étapes du cycle lytique
le cycle lytique comprend plusieurs phases :

La reconnaisance (arrimage) : c’est-a-dire fixation du phage sur la bactérie grace a des
récepteurs specifiques (Dublanchet, 2009). Cette interaction se fait par les protéines de
liaison au récepteur du bactériophage (PLR), placées au niveau des extrémités des fibres
caudales. La nature de ces récepteurs proteiques est variable selon les caractéristiques de
I’enveloppe de 1’éspéce bacterienne hote, de cette manicre le phage reconnait spécifiquement

un ou plusieurs composants exposé(s) a la surface de I’héte (Dowah et Clokie, 2018).

L’adsorption : comprend I’injection du génome a I’intérieur de la bactéric hote. Chez les
bactéries a Gram négatif les lipopolysaccharides (LPS) jouent le rdle de récepteur initial
(Bertozzi Silva et al., 2016), et les acides téichoiques constituent les récepteurs primaires, des
bactéries a Gram positif (Hayes et al., 2018). Les proteines de membrane externe, telles que
(les porines et certains systemes de sécrétion, dont les récepteurs de sidérophores et de
vitamines) permettent un ancrage irréversible du bactériophage et I’injection du génome au
sein de la bactérie hote (Bertozzi Silva et al., 2016). Les capsules, les exo-polysaccharides,
les fibres, les flagelles, et les pili peuvent aussi servir de récepteurs (Pires et al., 2016).
D’autres bactériophages utilisent des enzymes de dépolymérisation pour dégrader les motifs
glucidiques pariétaux, perforant ainsi 1’enveloppe bactériennes complexe. Pour faciliter
I’accés a la membrane bactérienne ou se situent les récepteurs protéiques (Pires et al., 2016).
Et I’injection de I’ADN phagiques dans le cytoplasme de la bactérie, se fait généralement par
le biais de certaines molécules contractiles du fourreau, qui se comporte ainsi comme une
seringue (Dublanchet, 2009) (figure 7).
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La réplication du génome phagique : une fois le génome viral est présent au niveau du
cytoplasme de la bactérie, 'ADN du phage est modifié chimiquement pour conférer une
protection contre l'attaque des enzymes de restriction et les nucléases de la cellule héte
(Fischetti, 2005), et il détourne la machinerie métabolique de la bactérie hote a son profit. une
endonucléase réalise la fragmentation de I’ADN bactérien en de nombreux fragments inactifs,
puis le génome viral utilise les réserves d’énergie de la bactérie et les ribosomes de 1’hote
pour sa traduction et la synthése des éléments necessaires a la fabrication de nouvelles

particules virales. Tous ces constituants viraux sont ensuite assemblés (Dublanchet, 2009).

L’Assemblage et I’encapsidation : 1’assemblage des phages caudés (Caudoviridale ) differe
d’une famille a 1’autre, chez les myoviridae (queue contractile), et les siphoviridae (queue
flexible non contractile) la capside et la queue sont assemblées séparément et sont ensuite
connectées pour former la particule virale. tandis que chez les podoviridae, les protéines de
queue se fixent a la capside apres son assemblage. Pour les trois familles, d’abord il ya
formation d’une procapside vide dotée d’une porte d’entrée gréce a « la protéine portale »
responsable du passage de I’ADN au niveau d’un sommet unique de 1’icosacdre. Ensuite,
viens le role d’une « terminase » qui coopere avec « la portale » pour former un moteur
moléculaire puissant, capable de véhiculer et condenser le génome viral au niveau de la
capside par le biais de ’énergie d’hydrolyse de I’ATP (Ponchon et al., 2005 ; Oliveira et al.,
2013). Puis I’encapsidation est accompagnée d’une réorganisation des sous-unités protéiques
de la capside provoquant I’expansion de cette derniére, ce qui aboutit donc a 1’acquisition de
sa taille définitive (Preux et al., 2013). Cette étape est finie par la fermeture de la procapside
phagique par les protéines formant le connecteur ou le site d’attachement de la queue

(Tavares et al., 2012).

La libération : aprés 1’assemblage des virions produits au sein de la bactérie cible, il ya
éclatement de la bactérie et libération des phages dans le milieu (Dublanchet, 2009). Ce
phénomeéne aboutit a la lyse bactérienne, grace a des holines et a des endolysines qui
pérforent la membrane (Debarbieux, 2010). Chaque cycle lytique est accompagné de la
production de 50 a 100 clones du phage original. le cycle lytique a donc un rdle
d’amplification considérable. Le nombre total de phages produits est par consequent plus

important que le nombre de bactéries (inoculum) (Dublanchet, 2009).
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Figure 7 : Le processus de « tunnélisation » de la paroi bactérienne (Magin, 2019).

2.5.3 Le mécanisme de lyse bactérienne
Le phénomene de lyse bactérienne s’effectue a la fin du cycle d’infection des phages lytiques

pour la libération des virions descendants. Dans ce contexte, certains phages utilisent des
protéines uniques « les amurines » afin d’inhiber la synthése du peptidoglycane (Woznica et
al., 2015). Tandis que la majorité des phages utilisent des systemes de lyse & deux composants
pour détruire la paroie bactérienne, ces systemes imliquent deux proteines : les holines, et les
endolysines, agissant tous les deux de fagon synergique, pour provoquer la lyse cellulaire.
Ensemble, ils constituent les systemes holine-lysine (Loessner, 2005 ; Drulis-Kawa et al.,
2015).

Les holines sont impliquées dans le processus de déclenchement de la lyse bactérienne. Leur
role est la perforation de la membrane cytoplasmique de I'h6te et la coopération avec les
endolysines pour permettre leur acces au peptidoglycane bactérien. Ce sont les holines qui
déterminent le temps de lyse bactérienne en agissant a un instant précis, ils controlent
I'accessibilité des muréines bactériennes aux endolysines phagiques et synchronisent ainsi
I’activité du systéme holine-lysine avec les événements de la phase tardive du cycle lytique
(Dewey et al., 2010 ; Shi et al., 2012).
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Il existe trois classes d’holines. Chaque holine a au moins un domaine transmembranaire
(TMD) hydrophobe ainsi qu'un domaine hydrophile C-terminal. La classe | : comprend les
protéines qui ont plus de 95 résidus d'acides aminés de longueur. Ces holines ont trois TMD.
Les holines appartenant a cette classe sont représentées par la protéine hol15 du bactériophage
p68 de Staphylococcus aureus et la protéine S105 du phage k S d'Escherichia coli. La classe
Il : comprend les protéines qui ont une longueur de 65 a 95 résidus d'acides aminés et elles
ont deux TMD. Les holines appartenant a cette classe sont représentées par la protéine
lambdoide du phage 21 S et la protéine hol3626 du bactériophage A3626 de Clostridium
perfringens. La classelll : ne forment qu'un seul TMD et elle est représentée par I'holine du
phage ACP26F (Taka¢ et al., 2005 ; Pang et al ., 2009 ; Dewey et al., 2010 ; Seal et al.,
2011 ; Shi et al., 2012).

L’holine la plus étudiée est I’holine S105 du phage k S, elle localise la membrane plasmique
de I’hote et, a un moment donné, elle forme des 1ésions létales (trous) dans la bicouche
lipidique (Dewey et al., 2010). Le diametre moyen des trous membranaires est supérieur a
340 nm (To et Young, 2014).

Les endolysines phagiques sont des enzymes proteiques responsables de la dégradation de la
paroie cellulaire (Wang et al., 2000). elles sont utilisées par les phages lytiques pour
hydrolyser le peptidoglycane des bactéries. De plus les endolysines exercent des activités
(d'endopeptidase, d'amidase, de glycosidase ou de transglycosylase lytique) pour lyser les
cellules bactériennes par destruction de la muréine (Donovan et al., 2008 ; Nelson et al.,
2012 ; Linden et al., 2015). Elle agissent a la fin du cycle lytique et favorisent la libération
des virions descendants. Les endolysines dirigées contre les bactéries a Gram-négatif ont des
structures différentes de celles ciblant les bactéries a Gram-positif, reflétant les différences

entre les cibles enzymatiques (Schmelcher et al., 2012).

Les bactéries a Gram-négatif sont entourées par la membrane externe et par conséquent,
I'acces a la paroie cellulaire est restreint de I'extérieur. Ainsi, les endolysines ciblant les
bactéries Gram-négatives sont de petites protéines globulaires composées d'un seul domaine,
appelé domaine enzymatiquement actif (EAD) (Schmelcher et al., 2012), alors que les
endolysines dirigées contre les bacteries a Gram-positif possedent également un domaine de
liaison a la paroi cellulaire (DLC) (Lo6pez et Garcia, 2004 ; Loessner, 2005 ; Borysowski et
al., 2006).
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2.5.4 Le cycle lysogenique
Le cycle lysogenique, est le cycle de reproduction des phages tempéres. Au cour de ce cycle

phagique, ces phages integrent leur ADN dans I'ADN de la cellule hote.

Les cellules bactériennes deviennent donc « lysogeénes » et I’ADN phagique se réplique alors
simultanément avec celui de la bactérie héte et ainsi il sera transmis a la descendance
(Ranquet et al., 2005). Un phage pareil posséde un équipement enzymatique particulier
(intégrase) qui assure ’insertion de son génome dans celui de 1’héte bactérien (Debarbieux,
2010). Ce génome phagique peut rester quiescent tel d’un « agent dormant » pendant trés
longtemps dans le génome bactérien, dans ce cas il est dit « prophage » (Dublanchet et al.,
2009). Dans certains cas le prophage devient capable de rompre les cycles lysogéniques et
déclencher occasionnellement des cycles lytiques. Cela dépend des caractéristiques de 1’hote
et de I’influence de différents stimulis (Debarbieux, 2010). Lorsqu’une population de cellules
lysogeénes est soumise par exemple a un stress tel un traitement avec des agents mutagénes ou
une exposition a la lumiere ultraviolette. (Ranquet et al., 2005) (Figure 8). Certains phages
tempérés tel que Mu peuvent basculer entre la lysogénie et la croissance lytique sous
I'influence d'une température élevée et d'une phase stationnaire (Ranquet et al., 2005).

Le prophage active la synthese d'une protéine répresseur qui bloque la transcription de ses
propres genes ainsi que ceux des bactériophages étroitement apparentés. La présence d'un
prophage peut donc conférer & la bacterie h6te une sorte « d'immunité » (Briissow et al.,
2004). Dans ce contexte, cette bactérie lysogéne ne peut pas étre nouvellement infectée par
des phages similaires a celui qu’elle contient grace a cette immunité, mais elle peut 1’étre par
d’autres bactériophages tempérés et dans ce cas elle est appelée bactérie polylysogene

(Dufour et al., 2016).

Lorsqu'un prophage échappe a la régulation par le répresseur, son ADN est liberé, ce qui lui
permet de se lancer dans un cycle lytique. Cependant, I'excision de I'ADN du prophage est
dans la plupart du temps imprécise et les genes bactériens adjacents a I'ADN du prophage
peuvent étre incorporés dans I'ADN du phage infectieux puis transférés aux cellules hotes
suivantes (Briissow et al., 2004). Les phages peuvent ainsi conférer de nouvelles propriétés a
la bactérie hote, bénéfiques ou non (génes de virulence par ex) (Dublanchet et al., 2009). Ce
processus est connu sous le nom de transduction et est responsable du transfert horizontal de

génes d'une cellule bactérienne a une autre (Briissow et al., 2004).
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Des exemples de genes de virulence comprennent ceux de l'attachement a I'héte, de l'invasion
et de la survie ainsi que la production de toxines tel que la neurotoxine de Clostridium
botulinum, la toxine diphtérique de Corynebacterium diphtheriae, les toxines de Shiga
trouvées dans Escherichia coli 0157 et la toxine cholérique de Vibrio cholerae (Briissow et
al., 2004).
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Figure 8 : Représentation schématique et simplifiée des cycles lytiques et lysogéniques.
(Touchon et al., 2017).

2.5.5 Le cycle chronique
Le cycle chronique est un cycle non lytique, qui est proche du cycle lytique mais qui différe

de celui-ci a I"étape de relargage des virions dans le milieu extérieur. Les virions produits lors
d’un cycle chronique sont éxcrétés a travers la membrane sans que la bactérie ne soit lysée
(Debarbieux et al., 2013). Les particules virales sont, en effet, excrétées par
bourgeonnement ou extrusion. Les cellules infectées continuent de se diviser et de transmettre
le virus a la descendance. Ce cycle phagique est utilisé par certains bactériophages, dont le
célebre bactériophage filamenteux M13 (Dufour et al., 2016) (Figure 9).
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2.5.6 Le cycle pseudolysogénique
Le cycle pseudolysogénique est un état de non choix entre le cycle lytique et le cycle

lysogénique (Los et Wegrzyn, 2012). Dans lequel lorsqu’un bactériophage pseudolysogéne
injecte son materiel génétique au sein de la bactérie hote ne s’integre pas dans le chromosome

bactérien mais n’enclenche pas de cycle lytique non plus (Clokie et al., 2011).

Le génome viral reste donc quiescent sous forme extrachromosomique dans la cellule hote
comme un plasmide. Par conséquent, sa transmission a la descendance sera asymétrique en
raison qu’il ne soit pas répliqué, et est tranmis a une seule des cellules filles. Jusqu’a
I’apparition d’une condition favorable au déclenchement d’un cycle lytique ou lysogénique
(Clokie et al., 2011). Lors d’une condition de croissance défavorable pour 1’hdte, un manque
de nutriments ou un stress chimique par exemple, cela conduit soit a I’immobilisation par
intégration dans le chromosome bactérien (cycle lysogénique), soit a la dispersion via un

cycle lytique (Dufour et al., 2016) (Figure 9).
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Figure 9 : Représentation schématique du cycle chronique et pseudolysogénique .
(Dufour et al., 2016).

2.6 Localisation des bactériophages dans la nature
Les bactériophages sont quasi abondants dans la nature, notamment dans les écosystéemes

microbiens les plus vastes comme les océans aux plus réduits tel que le tube digestif d’un

insecte minuscule (Rohwer, 2003).
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Leur abondance est évaluée entre 103° et 1032 (Weinbauer, 2004). Pour des milieux
liquides, on dénombre en moyenne 107 phages par ml et jusqu’a 10° pour les sédiments
(Souza et al., 2006).

En effet, les phages se trouvent partout ou leurs bactéries hotes se trouvent avec un ratio
[bactériophages/bactéries] variable selon 1’environnement et les outils d’estimation. Ils
infectent les bactéries des océans, des lacs d’eau douce et salée , il sont présents au sein des
différents compartiments des vertébrés comme : 1’intestin, la cavité buccale, la peau et les
poumons. y compris chez les insectes, en particulier ceux qui hébergent des bactéries
symbiotiques (LePage et al., 2017 ; Shkoporov et Hill, 2019).

IIs sont méme associes aux bactériomes des plantes au niveau de leur rhizosphere, leur racines
ou bien leur parties aériennes (Koskella, 2019 ; Koskella et Taylor, 2018). Pour chaque
bactérie connue, il existe au moins un phage identifié (en moyenne 10 a 100). En effet les
phages sont présents méme dans les milieux hostiles tel que les deserts (Souza et al., 2006), et
dans la neige vierge (Arloing et Chavanne, 1925). Nous-mémes « les humains » on héberge
des quantités considérables au niveau de la peau, des muqueuses, et surtout au sein de notre
tube digestif, dans lequel plus de 100 phages différents sont identifiés (Faruque, Islam et al.,
2005 ; Faruqgue, Naser et al., 2005).

2.7 Interaction phages-bacteries
Les bacteriophages et les bactéries sont des protagonistes qui ont coexisté et interagi ensemble

de puis ’apparition de la vie sur cette planete par des relations étroites assurant un équilibre
permanent entre les deux (Williams, 2013) (Figure 10). Leurs interactions sont de plusieurs
types : les interactions des phages virulents par exemple sont de type prédateur-proie
impliquant la lyse cellulaire, les bactériophages filamenteux sont produits et secrétés sans que
la cellule hote soit lysée, leur interaction est donc de type parasitaire. Alors que Les
bactériophages tempérés peuvent avoir a la fois des interactions de type prédateur-proie en
phase lytique et des interactions parasitaires en phase lysogénique, voire méme des
interactions mutualistes lorsque les valeurs sélectives de la bactérie lysogéne et de son

prophage sont mutuellement augmentées (Edlin et al., 1977 ; Wang et al., 2010).

Les phages lytiques sont responsables d’au moins 50% de la mortalité bactérienne journaliére
a I’"échelle de la plancte, de ce fait ils participent a la régulation et au renouvellement des

populations bactériennes (Faruque, Islam et al., 2005 ; Faruque, Naser et al., 2005).
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Dans la nature, la capacité d’infection et de multiplication d’un phage dépend de sa capacité a
garder son caractére infectieux dans I’environnement (Suite a la stabilité et a la résistance
de sa capside), mais aussi de la densité des bactéries sensibles. Pour qu’un phage soit capable
de se multiplier, il faut que la densité de bactéries dépasse un seuil critique appelé « seuil de
réplication ». En dessous de ce seuil, la probabilité d’infection devient trop faible ce qui rend

le phage incapable de s’amplifier (Winter et al., 2010 ; De Paepe et al., 2014).

Par conséquent les bactériophages qui se reproduisent le plus sont ceux associés aux especes
bactériennes les mieux adaptées, dont leur densité dépasse le seuil de réplication. Ce sont eux
qui assurent les cycles de renouvellement des populations bactériennes les plus abondantes et
les bien adaptées, ce concept est désigné par I’expression « tuer le vainqueur » (Winter et al.,

2010 ; De Paepe et al., 2014).

Figure 10 : Interaction « tuer le vainqueur ». Etape 1, L’écosystéme est en état d’équilibre
dynamique : la densité des bactéries est au-dessous du seuil de réplication. Les bactéries ne
sont pas infectées, malgré la grande densité des phages (10 fois plus abondants que les
bactéries a la surface des océans). Etape 2, une espéce bactérienne proliférante (vert) se fait
attaquée (infectée) par les phages suite a son dépassement du seuil de réplication. L’équilibre
est modifié, et I’espéce verte « gagne ». Etape 3, les phages se reproduisent au sein de cette
espéce et finissent par la lysé (vert clair, contour en pointillés). Le gagnant est tué. Etape 4,
Le systéme revient a 1’équilibre. Suite au retour de la densité bactérienne au-dessous du seuil
de réplication (De Paepe et al., 2014).

Ceci est expliqué par I’apparition et I’arrét d’une épidémie de choléra suite a la modification
de I’équilibre entre les populations de Vibrio cholerae et celles de leurs phages spécifiques
(Faruque, Islam et al., 2005 ; Faruque, Naser et al., 2005).
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La faible quantité de bactériophages dans les eaux provoque une explosion démographique
chez les vibrions, et la densité bactériennes dépassent donc le seuil infectant, permettant a
I’épidémie de se déclencher. De la méme maniére, I’accroissement des populations phagiques
réduit les populations bactériennes faisant ainsi décroitre puis disparaitre 1’épidémie

(Faruque, Islam et al., 2005 ; Faruque, Naser et al., 2005) (Figure 11).
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Figure 11 : Relations phages — bactéries : cas déclarés au cours d’une épidémie de
choléra (Ravat et al., 2015).

2.8 La coévolution phages-bactéries
La coévolution entre les bactéries et leur phages spécifique repose sur des dynamiques

évolutives complexes suite au développement de la résistance bactérienne aux phages et la
capacité des phages a la contourner (Labrie et al., 2010). De ce fait, les bactéries peuvent
développer plusieurs stratégies de défense contre les attaques des bactériophages. Cela est
effectué par une variété de mécanismes dont les plus abondants sont : la modification des
récepteurs, le systeme restriction/modification par la dégradation des genomes phagiques non
modifiés, le CRISPR-Cas (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats-
CRISPR Associated) qui a 1’aide des nucléases CAS, guidées par les ARNs détruisent les
génomes phagiques entrants , les systemes d'infection abortive (Labrie et al., 2010), le
systeme BREX (Bactériophage Exclusion) utilisant la méthylation de I'ADN de la cellule

hote pour l'autoprotection et la distinction entre le soi le non-soi et I’inhibition de la
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réplication de génome phagique qui mangue de méthylation dans un site précis (Goldfarb et
al., 2015).

En réponse a ces mécanismes de défense, les bactériophages sont capables a leur tour
d’adopter des stratégies pour contourner les défenses de 1’hdte, en utilisant par exemple
d’autres récepteurs bactériens ou des mécanismes anti-restriction ou anti-CRISPR, etc (Meyer
et al., 2016 ; Pawluk et al., 2018) (Figures 12, 13, 14, 15, 16). En raison de I'évolution de
certains génes de phage qui bloquent le systeme de défense bactérienne CRISPR-CAS,
rendant les phages insensibles a cette défense (Bondy-Denomy et al., 2013 ; Rauch et al.,
2017). Par conséquence, la fréequence des phages augmentée entraine une chute de la
population bactérienne susceptible et ainsi de suite. Ce processus de coévolution entre
(infection, résistance et contournement) nommé « course aux armements » génére et maintien
la grande diversité de mutations dans les populations de bactéries et de bactériophages
(Koskella, 2019).

(A) (B) (©)

Phage receptors ’Y
LPS

Figure 12 : Coévolution des bactéries et phages en ce qui concerne la modification des
lipopolysaccharides (LPS) de la bactérie. A, adhérence normale du phage sur le LPS
bactérien. B, le phage ne peut pas adhérer en raison du LPS modifié. C, évolution de phage

par rapport au LPS bactérien modifié (Rehman et al., 2019).
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(A) ©

Phage receptors

Figure 13 : Coévolution des bactéries et phages en ce qui concerne la modification des
récepteurs de surface. A, le phage se fixe sur la surface de la cellule bactérienne par
reconnaissance de récepteurs. B, les bactéries deviennent résistantes au phage en modifiant le
récepteur de surface que le phage ne peut pas reconnaitre. C, le phage s’adapte et devient
capable de se lier au récepteur modifié (Rehman et al., 2019).

(A)

EPS Layer ee

EPS degrading enzyme

Figure 14 : Evolution du phage par rapport a I'hydrolyse de I'exopolysaccharide

bactérien (EPS). A, phage incapable d'infecter les bactéries en raison de I'EPS ou de la
capsule. B, le phage muté produit des enzymes dépolymérisantes qui hydrolysent les EPS
exposé sur les récepteurs. C, le phage se fixe sur la surface bactérienne via un récepteur

exposé (Rehman et al., 2019).
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Figure 15: Evolution du phage contre le systtme CRISPR/Cas. A, Immunité bactérienne
CRISPR/Cas. B, resistance du phage a CRISPR/Cas . Le systtme CRISPR/Cas cible I'ADN

étranger entrant dans la cellule bactérienne et entraine le clivage de I'ADN étranger. A I'étape

ot

1, le matériel génétique étranger est enregistré dans le systéme CRISPR en tant que séquence
d'insertion. A I'étape 2, les crARN (CRISPR-ARN) précurseurs sont transcrits en une seule
molécule et convertis en crARN guide mature individuel. A I'étape 3, crARN guide les
nucléases associées a CRISPR pour éliminer le matériel génétique étranger. CRISPR,
regroupant de courtes répétitions palindromiques réguliérement espacées; Cas, associé
CRISPR (Rehman et al., 2019).
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Figure 16 : Coévolution des bacteries et phages par rapport au systeme
restriction/modification. 1, infection d’une bactérie par un phage. 2, La bactérie resistante
synthetise des nucleases pour degradé I’ADN phagique. 3-4 modification du génome
phagiqgue par des mutation ou par methylation des residues cycteine en
d’hydroxyméthylcytosines (HMC), pour s’echapper a la reconaissance par les nuclease
bactériens. 5, aquisition de la bactérie d’un systétme (MDS) «Modification-Dependent
Systems» ciblant les ADN avec HMC. 6, pour echapé aux MDS les phage utilise la
glucosilation des HMC en Glu-HMC « glucose-HMC ». 7, la bactérie développe des Gmr «
glucose-modified restriction » pour cliver les ADN avec Glu-HMC et ainsi de suite. 8, Le
phage sécrete une protéine interne | (IPl) pour inhiber 1’action des Gmr et restaurer
I’infection. 9, La fusion des deux sous unités des Gmr stope 1’action des IPI, I’ADN du phage
est clivé et le cycle infectieux est interompu. 10, la suite des mécanismes de co-évolution
restent en cours de recherche (Magin, 2019).
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2.9 Phages et leur bacteries cibles
les bactériophages présentent une tres grande specificité de 1’hote, la trés grande majorité des

bactériophages caractérisés sont spécifiques d’une espéce bactérienne et le plus souvent d’un
nombre restreint de souches au sein de cette espece. Des exceptions existent, comme le
bactériophage P1, de E. coli K12
Salmonella (Yarmolinsky et Sternberg, 1998), le bactériophage EcS1 specifique a des

capable d’infecter certaines souches de Shigella et

souches faisant partie de trois especes distinctes : Shigella spp., Salmonella enterica, E. coli
(Saad et al., 2018) ou bien quelques bactériophages de Sphaerotilus natans capables
d’infecter aussi Pseudomonas aeruginosa et E. coli (Jensen et al., 1998). Cependant, aucun
bactériophage capables d’infecter a la fois des bactéries a Gram positif et a Gram négatif
n’est décrit, le plus probable a cause de leur organisation membranaire tres différente. Par
contre, il existe plusieurs phages spécifiques a chaque bactérie (Prevel et Dufour, 2016). Le

tableau 2 rassemble plusieurs exemples de bactériophages et leur bactéries cibles.

Tableau 2 : Exemples de quelques bactériophages et leur hétes spécifiques (Rehman et
al., 2019)

Bacteriophage Hote specifique Source

Bacteriophage phiLLS Escherichia coli de type (Bacterie (Amarillas et al .,

Multi Résistante aux antibiotiques  2017)

= BMR)

Six bactériophages, BFSE16,
BFSEL1S,

PaDTAL, PaDTA9, PaDTAI0, et
PaDTAll

Bactériophage phiE142
(Myoviridae)

Bactériophage phiC119
(Siphoviridae family)

Bactériophage vB_EcoM-UFV13
(UFV13)

Salmonella enterica subsp.
enterica serovar
Typhimurium ATCC 14028

E. coli 0157:H7 de type BMR et
S. enterica

E. coli O157:H7 de type BMR

Trueperella pyogenes
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(Gouvéa et al., 2016)

(Amarillas, Chaidez,
Gonzélez-Robles, et
Ledn-Félix, 2016)
(Amarillas, Chaidez,
Gonzéalez-Robles, Lugo
Melchor et al., 2016)
(da Silva Duarte et al.,
2018)
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Phages AS-D et AS-E
Phage vB_SmaM_PSM (PSM-1)

Bactériophages vB_VspS_VS-
ABTNL-1

(PVS-1), vB_VspS_VS-ABTNL-2
(PVS-2) et vB_VspS_VS-ABTNL-
3 (PVS-3)

Phage PVA1 (Podoviridae) and
phage

PVA2 (Myoviridae)

phages VP-1, VP-2 et VP-3
Phage SH-Ab15519

Phage PAXYB1 (famille des
Podoviridae)

Bactériophage AZ1
(Siphoviridae)

phages SA-BHUL,

SA-BHU2, SA-BHUS8, SA-BHU15,
SA-BHU21, SA-BHU37, et SA-
BHU47

Bacteriophage pSs-1 (famille des
Myoviridae)

phage T4 et phage lambda

phage S16

Aeromonas salmonicida

Shewanella marisflavi

Vibrio splendidus

Vibrio alginolyticus

Vibrio parahaemolyticus

Acinetobacter baumannii

Staphylococcus aureus
Pseudomonas

Aeruginosa multiresistante
Staphylococcus aureus Résistante
a la Methicillin

S. flexneri et S. sonnei strains

E.coli

Salmonella typhimurium
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(Duarte et al., 2018)

(Lietal., 2017)

(Li et al., 2016)

(Zhang et al., 2015)

(Mateus et al., 2014)

(Hua et al., 2018)
(Yuetal., 2017)

Jamal et al., 2017)

(Kishor et al., 2016)

(Jun et al., 2016)

(Rydosz et al., 2016)
(Denyes et al., 2017)
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3 La phagothérapie

3.1 Deéfinition

Le terme phagothérapie fut apparu en (1926) provenant des deux mots grec « phagos » et «
therapeia ». Pour designer I'utilisation de bactériophages afin de traiter et de guérir des
infections provoquées par les bactéries. La phagothérapie est un traitement spécifique dirigé
contre des maladies bactériennes en utilisant des phages. Elle met a profit le caractere
destructif et spécifique de tel ou tel phage lytique vis a vis d’une bactérie pathogéne. Mais il
convient de noter que le mot phagothérapie avait un autre sens en (1912) ou Fernand Boivin
I’a utilisé dans sa thése comme traitement modifiant la maniere de se nourrir. Par opposition a
D’Hérelle qui attribua au terme une signification tout a fait différente. Bien qu’il existe un
terme plus exact « la bactériophagothérapie » il est treés peu utilisé en raison de sa longueur.
De méme, la phagothérapie peut étre également remplacée par D’expression « thérapie
phagique » (a l'instar de « phagetherapy » des Anglo-saxons) (D’Hérelle, 1926 ; Errafyg,
2016).

3.2 Les phages les plus employés en phagothérapie

Malgré I’existence de trés nombreux phages dans la nature, les phages strictement lytiques
appartenant généralement a 1’ordre des Caudoviridal plus précisément aux deux familles des
Myoviridae et Siphoviridae sont les plus employes (Ackermann et Prangishvili, 2012 ;
Dublanchet et Patey, 2015), et sont consensuellement préférés a des fins de phagothérapie
(Monteiro et al., 2019). Employés soit a partir de collections de bactériophages lytiques ou
bien de suspensions commerciales prétes a 1’emploi (Figure 17, 18) (Le et al., 2014 ;
Schmerer et al., 2014).

rrrrr

le transfert de génes entre bactéries par transduction spécialisée, un évenement qui peut
augmenter la virulence bactérienne, par exemple en favorisant la résistance aux antibiotiques
(Monteiro et al., 2019).

Mais aujourd'hui, les progrés des technologies de séquencage et de la biologie synthétique
offrent de nouvelles opportunités pour explorer l'utilisation des phages tempérés pour la
thérapie contre les infections bactériennes avec la création de variants lytiques et sur mesure
(Monteiro et al., 2019).
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Des résultats encourageants ont été rapportés a partir de l'utilisation de ces phages et de leurs
variants lytiques, ces variants par exemple peuvent réduire la résistante aux phages et la
libération d'endotoxines/toxines et méme disséminer la sensibilité aux antibiotiques par
I'intégration de ces phages dans les génomes bactériens. Mais des résultats négatifs ont
également été decrits, une approche prudente de la phagothérapie tempérée doit étre toujours

nécessaire (Monteiro et al., 2019).
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Figure 17 : Suspension commerciale de Figure 18: Suspension commerciale de
bactériophages thérapeutiques. Boite contenant 5 bactériophages thérapeutiques. Boite
flacons de 10 ml. Spécificité antistaphylocoque. contenant 8 flacons de 20 ml Spécificité
Institut Eliava (Géorgie). © A. Dublanchet antistaphylocoque.SociétéMicroGen
(Dublanchet et Patey, 2015). (Russie). © A. Dublanchet (Dublanchet et
Patey, 2015).
3.3 Comparaison entre I’antibiothérapie et la phagothérapie
Il existe de nombreuses différences entre les bactériophages et les antibiotiques.
Premiérement, les phages sont les entités vivantes les plus abondantes sur la planéte et sont
des ennemis naturels des bactéries. 1ls se multiplient aussi naturellement et par conséquent
sont « écologiquement purs ». La plupart des antibiotiques, en revanche, sont synthétiques ou
semi-synthétiques dans leur production. Deuxiémement, la gamme d’hote de phages est
beaucoup plus étroite que celle des antibiotiques : la plupart des phages sont spécifiques a une
espéce bactérienne et beaucoup ne sont capables de lyser que quelques souches spécifiques au
sein d'une espéce. L'avantage d’une gamme étroite est que le phage n'affecte pas la microflore
normale du corps, alors que les antibiotiques a large spectre détruisent toutes les bactéries de
la microflore (Babalova et al., 1968 ; Slopek et al., 1983 ; Chanishvili, 2009).
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Troisiemement, la vaste application d'antibiotiques peut affecter I'organisme humain lui-
méme, les antibiotiques a large spectre les plus couramment utilisés ont souvent des effets
secondaires. En revanche, aucun effet secondaire grave suite a I'application de phages n'a été
décrit malgré une utilisation de plusieurs décennies pour la thérapie humaine (Babalova et al.,
1968 ; Slopek et al., 1983 ; Chanishvili, 2009).

La concentration d'un antibiotique introduit dans I'organisme humain diminue avec le temps
(élimination naturelle des médicaments du corps), alors que les phages continuent a se
multiplier, et diminuent dés que les cellules bactériennes sont éliminées. (Kutateladze et
Adamia, 2010). Une comparaison plus globale est résumée dans le tableau suivant (Tableau
3).

Tableau 3 : Comparaison entre I’antibiothérapie et la phagothérapie (Kutateladze et
Adamia, 2010 ; Dublanchet, 2014 ; Dublanchet et Patey, 2015 ; Ravat et al., 2015;

Kortright et al., 2019).

Origine

Le mode d’action

Activité

Utilisation
clinique

Dosage

Pharmacologie

La spécificité
d’action

La phagothérapie

Utilise des phages naturels ou bien
modifiés génétiqguement

Les phages s’attaquent a leurs bactéries
cibles au niveau du foyer de I’infection
et disparaissent en suite avec leurs
bactéries cibles.

Pénetration et destruction des biofilms
Perturbe beaucoup/tous les processus
bactériens

Bactéricide

Nécessite 1’identification de la bactéries
cibles

Délai plus long entre le diagnostic et le
traitement

Auto-amplification tant que les
bactéries cibles sont présentes

Les phages présentent une
pharmacocinétique moins connue

Tres grande spécificité d’action (actif
seulement sur une espéce bactérienne
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Utilise des antibiotiques
Synthétiques ou semi synthetiques
Les antibiotiques von étre
métabolisés in vivo et selon les
tissus sont diffusés de maniéres
différentes

Peu efficace contre les biofilms
Interrompt généralement un
processus bactérien
Bactériostatique ou Bactéricide
Identification minimale des
bactéries

Peu de temps entre le diagnostic et
le traitement

Dosage constant pour maintenir les
concentrations inhibitrices

Les antibiotiques ont une
pharmacocinétique trés bien connue
et se caractérise par un mode
d’administration bien précisé (dose,
rythme, durée)

Moins speécifique (peut affecter la
flore normale)
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Effets indésirables

Impact
environnemental

Résistance

Production et co(t

Indications

Procédé industriel

Réglementations

précise)

Les effets indésirables sont rares.

Aucun risque pour les phages naturels «
écologiquement purs »

Les phages modifiés genetiquement
peuvent présenter un risque potentiel
Résistance inévitable, mais le phage
peut coévoluer pour infecter des
bactéries résistantes

Les mutants résistants peuvent entrainer
une diminution de la valeur adaptative
via une virulence réduite ou sensibilité
aux antibiotiques

Les bactériophages naturels sont peu
colteux : a la portée des pays de faibles
ressources

Phages modifiés génétiquement : colt
important

Les indications pour la phagothérapie
ne sont pas bien définies et la
standardisation pour leur utilisation est
absente

Rapide

Exige de nouvelles réglementations
pour la production et la fabrication

Nombreux effets indésirables
(digestifs, allergiques,
neurologiques, rénaux, cardiaques,
tendineux, etc.)

Le risque est important pour les
antibiotiques (spectre large affectant
les flores commensales + emploi
massif dans les élevages)

Résistance inévitable

Résistance souvent accompagnée de
mutations compensatoires

Mise sur le marché d’un nouvel
antibiotique longue et colteuse
investissement important (désintérét
actuel de I’industrie
pharmaceutique)

Prescription pour I’antibiothérapie
est standardisée, avec des normes et
des indications établies et
référentiels

Long

Réglementations pour la production
et la fabrication en place

3.4 Combinaison entre I’antibiothérapie et la phagothérapie
Les phages ne peuvent pas toujours substituer les antibiotiques dans certains cas lors des

infections a germe intracellulaire, les antibiotiques sont irremplacables, et les phages aussi ne

sont pas remplagables dans le cas d’infections a bactéries multirésistantes aux antibiotiques,

ils sont plutot le seul choix dans de telles situations. Cependant, I’utilisation des deux

antibactériens dans le cadre d’une thérapie combinée semble trés avantageuse (Ravat et al.,

2015). Car en principe deux pressions sélectives suffisamment différentes sont susceptibles

d'étre plus efficaces que I'une ou l'autre seule (Torres-Barceld et Hochberg, 2016).
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Huff et al., en (2004) ont étudié I'efficacité des antibiotiques, d'un traitement par phage et
d'une combinaison des deux dans un essai, sur E. coli chez des poulets a griller. Le traitement
de référence, I'enrofloxacine (fluoroquinolone), a réduit la mortalité de 68% a 3% chez les
oiseaux, tandis que le traitement par phage seul a réduit la mortalité a 15%. Une thérapie
combinée de phage et d'enrofloxacine n'a entrainé aucune mortalité (Huff et al., 2004). De
méme, Oechslin et al., en (2017), ont observé que le phage en combinaison avec la
ciprofloxacine entrainait une réduction 10 000 fois plus importante de la charge bactérienne
par rapport au traitement par phage ou ciprofloxacine seul chez les rats atteints d'endocardite
expérimentale due a P. aeruginosa. De plus, ils ont noté que cette combinaison particuliere
de phages et d'antibiotiques entrainait une destruction synergique de P. aeruginosa a la fois in

vitro et in vivo (Oechslin et al., 2017).

Donc ces deux antimicrobiens peuvent ne pas étre des concurrents, mais bien des agents
complémentaires, et d'un point de vue clinique, 1’utilisation d’une thérapie combinée phage-
antibiotique peut améliorer ou prolonger la durée de vie de I'arsenal antibiotique disponible
(Ravat et al.,, 2015; Luong et al., 2020), mais cela nécessite d’abord I’ajout de la
phagothérapie comme arme supplémentaire dans I’arsenal de la lutte contre les infections

bactériennes (Ravat et al., 2015).

3.5 Les Modalités d'application des phages

Ils existent plusieurs considération clé¢ a prendre pour augmenter I’efficacité, assurer une
meilleure utilisation et une application sécurisée de la phagothérapie. D’abord I’espece
bactérienne responsable de I’infection doit étre identifiée (Gill et Hayman, 2010). La
sélection des composants de queue de coq de phage pour la préparation thérapeutique est une
procédure clé pour prévenir I'émergence d'une résistance bactérienne des phages dans certains
cas (Goodridge, 2010). La fréquence de la résistance bactérienne aux phages est
significativement plus faible (107 a 1078 par cellule) par rapport a celle des antibiotiques
(la fréquence de mutation pour un géne spécifique est de 10~5 par cellule) (Merril et al.,
2006).
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Cependant, I'apparition de mutants résistants aux phages est possible. Comme les récepteurs
de phages sur la paroi cellulaire sont trés spécifiques a différents phages, Donc pour 1’éviter, il
est recommandé que la suspension phagique soit un cocktail contenant au minimum 3 phages
différents spécifique a cette souche bactérienne (Dublanchet, 2009 ; Ravat et al., 2015), car
il est pratiquement impossible pour la bactérie de muter de telle sorte qu’elle serait résistante
au cocktail contenant plusieurs phages différents. Ainsi, la construction du "bon" cocktail est
essentielle pour atteindre I'efficacité maximale de la phagothérapie. De plus, étant donné que
la formation d'une résistance aux antibiotiques peut passer par des mécanismes différents,
I'application simultanée d'antibiotiques et de phages doit diminuer encore plus l'apparition de

mutations qui provoquent la résistance (Kutateladze et Adamia, 2010).

La quantité de phages en solution doit étre aussi suffisante, ¢’est-a-dire il faut qu’elle dépasse
le seuil de 10> PFU/mI (pFU = phages formant unité). Ainsi que les préparations de phages a
usage thérapeutique doivent suivre un certain nombre de bonnes pratiques de laboratoire, et
pharmaceutiques et elle ne doit contenir ni cytokines, ni endotoxines, ni phages tempérés, etc.
L’administration de phages doit étre au contact de la bactérie, et pour les préparations
destinées a traiter les infections du tube digestif, il faut donc proteger le produit du pH acide
de I’estomac, soit en le modifiant, soit en utilisant des vecteurs qui véhiculent les phages toute

au long de la cavité gastrique (Ravat et al., 2015).
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4 Pharmacologie
Au début de la découverte des capacités thérapeutiques des bactériophages, avant méme que

la nature exacte de ces virus ne soit connue. Les premiéres études pharmacologiques se sont
heurtées aux limites scientifiques de I'époque. Pourtant, il leur est peut-étre possible d'en
savoir plus sur ces virus et d'utiliser ces connaissances pour affiner les outils de traitement. La
pharmacologie est la science des médicaments. Elle comprend la pharmacodynamique, et la

pharmacocinétique (Touitou, 2011).

4.1 La pharmacocinétique
La pharmacocinétique étudie le devenir d’une substance dans I’organisme en fonction du

temps, aprés son administration jusqu’a son ¢élimination, elle se divise en quatre phases :

(Chups, 2006).
L’absorption : la substance passe du milieu extérieur vers la circulation sanguine.

La distribution : la substance se retrouve dans la circulation systémique sous forme libre ou

sous forme liée et va migrer dans les différents tissus.
Le métabolisme : la substance est transformée par le systéme enzymatique de 1’organisme.

L’élimination : la substance inchangée ou transformée lors de la métabolisation est éliminée

de I’organisme.

D’apres Sulakvelidze et al., en (2001), peu d’études explorent la pharmacocinétique des

préparations thérapeutiques de phages.

4.1.1 Absorption
Lors de la phase d'absorption, les molécules doivent pouvoir traverser les membranes

biologiques pour atteindre la circulation systémique. Il peut s'agir de la paroi de I'estomac ou
de I'intestin, de la peau, de diverses muqueuses, etc.

Quelques travaux ont mis en évidence la présence de phage dans la circulation sanguine
(phagémie). Le passage du phage & travers la barriere gastro-intestinale, est appelé <«
translocation phagique >». La durée de ce dernier varie d’une étude a 1’autre (Sulakvelidze et
al., 2001 ; Gorski et al., 2006).
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En (1958), Keller et Engley ont observé que les phages introduits dans le tube digestif des
souris étaient retrouvés cing minutes apres dans le sang, bien que la quantité de phages
récupérés a partir du sang était variable entre chaque souris. Une autre étude, menée par
Hoffmann en (1965), a montré que 1’administration par voie intra-rectale de bactériophages
permettait une phagémie élevée chez les animaux, aussi élevée que lors d’injection
intramusculaire et qu’ils sont obtenus plus rapidement (cinq minutes en intra-rectale contre
quinze minutes en intramusculaire pour obtenir le méme pic de phagémie) (Gorski et al.,
2006).

Chez I’homme, trés peu d’études ont été menées. En (1987), Weber Dabrowska a observe la
présence de phages dans la circulation sanguine chez les patients au 10 ™ jour de traitement
oraux par phagothérapie contre diverses infections. Par ailleurs, il a été montré que la
translocation des phages chez les sujets malades était plus élevée que chez les sujets sains. La
perméabilité de la barriere intestinale est plus importante chez les malades et permet donc un

passage des microorganismes plus importants (Gorski et al., 2006).

4.1.2 Ladistribution
Il a été démontré pour la premiere fois par les travaux d'Appelmans en (1921), que les

phages injectés par voie intraveineuse disparaissaient du sang en deux heures. Cela signifie
qu'il existe une possibilité de mouvement de particules virales du sang vers un autre
compartiment. La question est maintenant de savoir ou sont dispersées ces particules
(Appelmans, 1921). En plus, des études russes menées par Bogovazova en (1991) et (1992)
sont rapportées par I'équipe de Sulakvelidze a montré qu'apres administration orale de phages
a des animaux de laboratoire, on les retrouvait au bout de 2 a 4 heures dans le sang et au bout

de 10 heures dans divers organes comme le foie, rein ou rate (Sulakvelidze et al., 2001).

Selon 1’équipe de Gorski, une possible liaison entre des bactériophages et des érythrocytes est
décrite par certains auteurs mais controversée par d’autres (Gorski et al., 2006). D'autre part,
grace aux travaux du groupe de Dubos, il a été montré que des phages injectés par voie
intrapéritonéale a des souris, saines ou présentant une encéphalite causée par Shigella
dysenteriae dans la circulation systémique se propagent jusqu'au cerveau et qu'un grand
nombre de phages sont présents au site d’infection. En conséquence, les phages se propagent
dans différents organes du corps, en particulier dans les organes ou se situe l'infection
bactérienne ciblée (Dubos et al., 1943).
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Cependant, Skurnik et Strauch affirment que certaines parties de 1’organisme ne permettraient
pas une bonne diffusion des bactériophages jusqu’a la zone d’infection (Skurnik et Strauch,
2006).

4.1.3 Métabolisation
En (1933), I’inhibition in vitro de 1’action des phages lors de mise en contact avec du sang, du

pus, de la bile ou de la salive, a été mise en évidence par Evans (Evans, 1933).

Devant la réussite des traitements observées in vivo, certains scientifiques ont alors supposé
que les réussites thérapeutiques observées n’étaient pas dues au pouvoir bactéricide des
bactériophages, mais aux débris bactériens présents au sein des suspensions susceptibles de
stimuler le systtme immunitaire adaptatif ou a 1’introduction de protéines (la capside des
phages étant elle-méme de nature protéique) et méme d’induire une réponse immunitaire

innée (Krueger et Scribner, 1941).

La métabolisation des phages peut étre leur inactivation, dans le cas ou ils interagissent avec
le systéme immunitaire, ou au contraire une activation s’ils se répliquent in situ (Abedon et
al., 2011)

4.1.4 Elimination
De nombreuses études ont démontré que les phages ont été éliminés dans l'urine ou les feces.

Par exemple, des expériences de Smith et Huggins ont démontré la présence de phages dans
les matiéres fécales aprés leur administration par voie orale a des veaux (Smith et al., 1987b),
ou des expériences ultérieures de Bruttin et Brissow ont démontré I'administration orale de

phages T4 a des humains cette fois-ci (Bruttin et Brissow, 2005).

Cette élimination se produit aprés que le phage persiste plus ou moins dans le corps pendant
une plus longue période de temps (jusqu'a plusieurs jours) (Sulakvelidze et al., 2001). Au
cours de ses travaux, le groupe de Merril a réussi a sélectionner des phages mutants in vivo
qui présentaient une persistance accrue en raison des mecanismes d'échappement du systéeme
immunitaire et qui montraient également une meilleure efficacité thérapeutique (Merrill et
al., 1996).
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4.2 Pharmacodynamique

4.2.1 Effets anti-infectieux
Bull et al., se sont intéressés a la dynamique des populations de bactériophages au sein de

I'organisation, et ont développé des modeles mathématiques théoriques pour la décrire (Payne
et al., 2000 ; Payne et Jansen, 2001 ; Kasman et al., 2002 ; Bull et al., 2002 ; Weld et al.,
2004 ; Levin et Bull, 2004).

De plus, Kasman et al ont confirmé les informations avancées par Wiggins et Alexander.
Premiérement, ils ont montré que l'interaction entre les bactériophages et les bactéries, comme
tous les virus, est due & une collision aléatoire entre ces deux élements. Ainsi, débutait une
phagothérapie trop tot, c’est-a-dire alors qu’il n’y a encore qu’une faible population
bactérienne au niveau du site d’infection, ne permettrait pas aux phages de se propager et
ceux-ci seront éliminés de 1’organisme avant méme le début du traitement (Kasman et al.,
2002).

4.2.2 Interaction avec le systeme immunitaire
La recherche a établi que les phages diffusant dans un organisme étaient reconnus comme des

intrus par le systeme immunitaire de cet organisme. De plus, Il est prouvé que les protéines,
en particulier celles sous forme d'assemblage particulaire, sont généralement hautement
immunogenes lorsqu’elles sont introduites dans un organisme. Ainsi, la capside des
bactériophages est naturellement protéique, il est donc raisonnable de s’intéresser a leurs
effets immunologiques pouvant étre induits par 1’introduction d’un bactériophage dans un

organisme (Dublanchet et Patey, 2011).

4.2.3 Effets des phages sur les cellules de ’immunité innée

4.2.3.1 Effets des phages sur les phagocytes
La premiere description de I’influence des phages sur les phagocytes a été rapportée par Felix

D’Hérelle, qui a étudi¢ 1’effet de phages dirigés contre Shigella sur les « leucocytes » de
cochons. Apreés incubation, de phages avec des bactéries et des leucocytes pendant 10
minutes, I’indice phagocytaire des cellules a nettement augmenté par rapport au témoin (y
compris les bactéries et les leucocytes uniquement (Kabéshima, 1920). De plus une étude
menée chez le cobaye a démontré que le phage T5 n’affectait pas la phagocytose
d’Escherichia coli par les granulocytes. Le phage adsorbé aux bactéries pouvait rester actif

jusqu’a la phagocytose des bactéries par les granulocytes (Kniotek, 2004).
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Cependant, des travaux des mémes auteurs ont montré que le phage T2 peut réduire la
phagocytose bactérienne (par les granulocytes) de diverses espéces bactériennes, dont
Staphylococcus aureus, Escherichia coli et Mycobacterium tuberculosis, chez les chevaux
(Kniotek, 2004).

Gorski et al., en (2012), ont rapporté que certains phages diminuent la phagocytose des
monocytes contre les bactéries .la phagocytose bactérienne par les granulocytes (également
appelés polynucléaires) augmente, diminue ou ne change pas, en raison de type de phage, de

bactérie et la dose utilisée.

De plus, Le groupe de Weber-Dabrowska a également découvert que I'administration de
phages accélérent le renouvellement des neutrophiles entraine une augmentation des formes
immatures et parallelement une diminution des formes matures (Weber-Dabrowska et al.,
2002).

4.2.3.2 Effets sur les lymphocytes NK
Tres peu d'études ont porté sur les lymphocytes NK (Natural killer). Ainsi les bactériophages

peuvent avoir un impact sur les cellules NK. En effet, une étude a révelé que le nombre de
cellules NK était réduit chez certains patients, aprés 49 a 84 jours d'ingestion de
bactériophage par voie intra-rectale. En revanche, il n'y avait pas de changement dans le
nombre de cellules tueuses naturelles avec l'administration topique ou orale (Gorski et al.,
2012).

4.2.3.3 Effets sur les cellules dendritiques
Pour les cellules dendritiques, une activité phagocytaire réduite de ces cellules a été mise en

évidence aprés administration orale de phage. Cela aurait pour effet de limiter leur réle dans

I'activation de la réponse immunitaire adaptative (Gorski et al., 2006).

4.2.4 Effets sur les cellules de 'immunité adaptative

4.2.4.1 Réponse immunitaire a médiation humorale
Lorsqu’il s’agit d’une exposition primaire a un phage, I’hote dit « naif » ou « non immun »,

ne présente qu’une faible concentration d’anticorps anti-phages (Jerne, 1956). Une étude de
Jerne en (1956) rapporte que les anticorps anti-phages neutralisants sont produits en titres

élevés apres I'administration systémique de phages a des animaux (Méndez et al., 2004).
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Il a également été rapporté qu'aucune augmentation des titres d'anticorps n'a été observée
aprés l'administration d'une phagothérapie orale aux patients par opposition a la thérapie
intraveineuse (Gorski et al., 2012).

Encore une fois, cette réponse immunitaire était différente pour chaque phage, et certains

phages se sont également révélés trés peu immunogeénes (Méndez et al., 2004).

4.2.4.2 Réponse immunitaire a médiation cellulaire
Lors de la pénétration d’un virus dans 1’organisme, une réponse immunitaire & médiation

cellulaire (reposant sur les lymphocytes T) se met en place. Dans le cas des phages, peu de
données existent dans la littérature sur cette immunité cellulaire (Méndez et al., 2004). Dans

leurs expeériences, le groupe de Gorski a découvert qu'une préparation purifiée de phage T4
inhibait I'activation et la prolifération des lymphocytes T humains (Gorski et al., 2006).

4.2.4.3 Effet des phages sur les cytokines
La régulation qui affecte la production de cytokines dépend également en fonction du phage

testés et de I’infections étudiée (Gorski et al., 2012). Des scientifiques ont observé une
augmentation de certaines cytokines aprés inoculation de préparation des phages. Par
exemple, selon Zimecki, I’administration d’une préparation purifiée de phage contre
Staphylococcus aureus entrainera la production d’interleukine 6 (IL-6) activée dans des

splénocytes cultivés in vitro (Zimecki et al., 2003).

D’autres travaux démontrent une diminution de la concentration de certaines cytokines dans
I’organisme. Les travaux de Kumari et son équipe montrent par exemple une diminution du
IL-1b, du facteur de nécrose tumorale-a (TNF-a) et d’IL-10 sérique et pulmonaire chez des
souris traitées avec des phages contre I’infection a Klebsiella pneumoniae (Kumari et al.,
2010). Cette diminution des cytokines IL-6 et TNF-o induite par I’administration de
suspension de bactériophages a également été observée par 1’équipe de Debarbieux alors
qu'elle travaillait sur les infections respiratoires a Pseudomonas aeruginosa. (Debarbieux et
al., 2010).
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4.3 Conséguences
La majorité des observations décrites sur les interactions avec le systéme immunitaire

résultent d’études in vitro qui varient selon plusieurs parameétres : la nature et la dose des
phages et son mode d’administration, le type et le site d’infection. De plus, il faut garder en
mémoire que, malgré I’étape de purification il y a toujours une petite quantité de débris
bactériens dans une suspension phagique, qui peuvent interagir avec le systeme immunitaire
ainsi que les fragments de lyse bactérienne provoqués par la phagothérapie. L’intérét des
phénomenes immunologiques associés a la phagothérapie dans 1’organisme n’est pas
nettement défini. Par conséquent, des recherches supplémentaires sont nécessaires pour bien

comprendre les effets des phages sur le systeme immunitaire (Dublanchet, 2009).
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5 Avantages et inconvenients

5.1 Avantages
5.1.1 Spécificité des bactériophages
Parmi les caractéristiques des bactériophages est leurs spécificités. Le spectre étroit d’un

phage sur une espéce bactérienne donnée a pour effet que seule la bactérie concernée est
traitée. Cela entraine donc comme conséquence que les phages n’ont pas d’impact sur la flore
commensale et le microbiote intestinal, ce qui évite les effets secondaires dus au déséquilibre
de cette flore. De plus, Il existe des phages polyvalents qui peuvent infecter plusieurs souches
d’une méme espece bactérienne. L’utilisation d’un cocktail de phages permet également
d’augmenter le spectre d’activité phagique. Ensuite, il est conseillé que les préparations
contiennent au moins trois phages différents actifs sur la souche bactérienne visée afin de

garantir son efficacité (Ravat, 2015).

5.1.2 L’action bactéricide
Le cycle réplicatif des phages lytiques permet une destruction efficace des bactéries cibles

donc ils ont un effet bactéricide. De plus, leur réplication au niveau méme du foyer infectieux
permet leur amplification augmentant ainsi 1’efficacité du traitement. Cette amplification n’est
pas retrouvée avec les antibiotiques. Il est nécessaire de renouveler la dose d’antibiotique pour
obtenir une concentration en principe actif suffisante pour pallier leur élimination par
I’organisme. Par contre aux phages, une seule dose devrait en théorie étre suffisante, grace a
leur amplification au niveau du site d’infection, car leur élimination sera compensée par cette
multiplication in situ. Pour cette raison, les phages sont qualifiés de médicaments

<intelligents>>, autorépliquants et autolimitants, parce qu’ils ne se multiplient qu’en présence

des bactéries cibles (Dublanchet, 2009).

5.1.3 Lacroissance rapide et exponentielle des phages
Lorsque le génome du phage pénétre dans une cellule bactérienne, il se reproduit et la lyse par

la suite de cette bacterie libére des dizaines de nouveaux virions. La réplication de ce virus ne
se fait que dans un laps de temps trés court. Plusieurs bactéries sont dissociées simultanément
par différents phages, le nombre de virions libérés simultanément est donc d'autant plus
important. Cette propagation virale est bien plus productive que la multiplication bactérienne
la plus intense et la colonie bactérienne est rapidement dépassée et ravagée par ces attaques
(Pirisi, 2000).
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5.1.4 Pas de réplication de phage sans bactérie cible

Pour se multiplier, les phages ont besoin de cellules bactériennes et les cellules eucaryotes ne
peuvent pas étre utilisées a cette fin. Sans leur bactérie hote, les phages sont inactifs et
éliminés. Etablir la phagothérapie sur une erreur de diagnostic (pas d'infection par bactéries
ou infection par un pathogéne autre que celui visé par la phagothérapie) n'aurait donc aucune
conséquence sur la sécurité compléte, si ce n'est sans efficacité (Dublanchet et Patey, 2011 ;
Loc-Carrillo et Abedon, 2011).

5.1.5 Destruction du biofilm par les bactériophages
Les biofilms sont des agrégats de bactéries qui présentent des différences phénotypiques par

rapport a la forme planctonique (vie libre). Ils adhérent généralement & un substrat solide et
ont une morphologie structurelle complexe. Lors de la fixation d’une ou plusieurs bactéries
planctoniques sur un substrat, elles forment des colonies avec la sécrétion d’une matrice
visqueuse de nature exopolysaccharidique, appelée également substance polymeére
extracellulaire (EPS). Suivie de 1’agrégation des colonies bactériennes pour former une sorte
de structure complexe tri-dimensionnelle avec des ouvertures permettant la circulation des
fluides tels que le sang (Lazar et Chifiriuc, 2010). Et divers éléments du milieu environnant
(Figure 19) (Balaban et al., 2013).

Dispersion active
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Figure 19 : Développement et structure d’un biofilm bactérien (Lebeaux et Ghigo, 2012).
Une photographie de microscopie électronique d’un biofilm d’E. coli développé in vivo
sur cathéter est présentée en insert (© Benjamin Le Quéré, unité de génétique des
biofilms, institut Pasteur et Brigitte Arbeille et Claude Lebos, LBCME, faculté de
medecine de Tours).
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En effet, les phages ont comme particularité la capacité de s’attaquer au biofilm bactérien
(Tremblay et al., 2014) suite a 1’action des enzymes capables de dégrader I'EPS des biofilms
codé par de nombreux phages (K. Hughes et al., 1998 ; Sutherland et al., 2004). L’existence
de telles actions enzymatiques était mise en lumiere des (1956) par Adams et Park lors de la
découverte d’une enzyme dépolymérase polysaccharidique ou « glycanase » phagique
(Adams et Park, 1956). Alors qu’en (1971), Stirm et al., ont montré qu’une dépolymérase
liée aux fibres caudales d’un phage a été capable de détruire la capsule polysaccharidique
d’un biofilm (Stirm et al., 1971). Apres en (1977) Lindberg, a expliqué le mécanisme utilisé
par le phage pour pénétrer le biofilm en précisant qu’il doit se fixe sur un site dit « récepteur
secondaire », situé¢ a la surface de la capsule polysaccharidique pour qu’une enzyme de
digestion du polysaccharide soit libérée, ce qui permet au phage d’accéder a son récepteur

spécifique primaire localisé au niveau de la paroi bactérienne (Figure 20) (Lindberg, 1977).

Cette action enzymatique aura également un grand avantage du fait qu’elle permet de se
débarrasser de ces bactéries persistantes (K. A. Hughes et al., 1998), de prévenir la formation
d’un biofilm voire méme d’attaquer les anciens biofilms (Verma et al., 2010). Donc les
bactériophages a ce stade représentent des agents de prévention ou d’éradication de biofilm

suscité par de nombreux travaux (Abedon, 2011).

De méme, I’association de ces phages aux antibiotiques comme le céfotaxime (Ryan et al.,
2012) ou la rifampicine permet une action synergique qui s’oppose a l’installation des

biofilms de facon plus efficace (Rahman et al., 2011).
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Figure 20 : Schéma de la dégradation du biofilm bactérien par une enzyme
dépolymérase phagique (la glycanase) (Hughes et al., 1998). Cette dégradation se déroule
en trois étapes : I’étape 1, ’enzyme (glycanase) se lie sur des récepteurs de la capsule du
biofilm appelés « récepteurs secondaires », il sécréte ensuite son enzyme (ici, la glycanase)
L’étape 2, I’enzyme dégrade les polymeres présents dans le biofilm jusqu'a la découverte de
bactéries. L’étape 3, une fois la bactérie trouvee, il se fixe sur des récepteurs situes sur la

surface cellulaire de la bactérie, appelés « récepteurs primaires ».

5.1.6 Association synergique des bactériophages avec les antibiotiques
L’effet synergique de 1’association entre bactériophages et antibiotiques (effet de 1’association

supérieur a la somme des effets des deux agents utilisés séparément) a été démontré dans de
nombreuses études in vitro pour différentes classes d’antibiotiques (B-lactamines,
fluoroguinolones, aminosides, tétracyclines) et est couramment nomme effet « PAS » dans la
littérature (Phage-Antibiotic Synergy) (Figure 21) (Torres-Barceld et Hochberg, 2016).

L’utilisation concomitante de ces deux antimicrobiens permet a I’antibiotique d’agir de fagon
plus efficace suite a la réduction de la charge bactérienne par le phage, et par conséquent la
réduction de la pression de sélection et donc le risque d’apparition de résistances (Ravat et
al., 2015).
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L'exploitation clinique de cette synergie aurait donc deux avantages, elle permet de diminuer
la quantité d'antibiotiques utilisés, ce qui aidera a la gestion d’utilisation d’antibiotiques et
d’apparition de résistances, et de donner un second souffle aux antibiotiques contre les agents
pathogenes multirésistants grace aux traitements combinés avec des phages (Torres-Barcel6
et Hochberg, 2016).

L3 )

Host E. coli MFP
Phage O MFP

Figure 21 : Illustration de D’effet synergique observé par Comeau et al., entre
antibiotiques et bactériophages (Comeau et al., 2007). A gauche : diamétres d’inhibition
de croissance d’E. coli formés en présence de disques imprégnés d’antibiotiques (en 1’absence
de bactériophages), A droite : visualisation de plages de lyse bactérienne par les
bactériophages de taille augmentée en cas de synergie entre le bactériophage ¢MFP et
certains antibiotiques (disques contenant de I’aztréonam (AZ) ou de la céfixime (CE) marqués
d’un (+) ou de taille normale en présence des autres antibiotiques (gentamicine (G),

cotrimoxazole (SXT), tétracycline (TE) ou amoxicilline (AM)).

5.1.7 Peu d’effets secondaires
Les effets secondaires signalés dans la bibliographie sont légers, rares et transitoires, sinon

facilement réversibles. Ce sont principalement des troubles gastro-intestinaux, des douleurs
hépatiques, de la fievre ou des maux de téte et I’intensité en est relativement légere (Alisky et
al., 1998 ; Dublanchet, 2009). Des symptomes gastro-intestinaux ou allergiques, elles ont été
rapportées chez moins de 0,5 % des patients traités (Alisky et al., 1998).

5.1.8 Lecodlt
C’est I’'un des arguments favorables a la phagothérapie. En effet, I’obtention facile de phages

dans I’environnement et le faible colt de leur préparation font de la phagothérapie, un

traitement peu onéreux en comparaison aux antibiotiques (Elmouatassim, 2017).
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5.1.9 Bactériophage contre les bactéries résistantes

L’existence de résistances des bactéries face aux antibiotiques ne restreint en rien ’aptitude
des phages a détruire ces bactéries, et c’est bien la ’intérét principal de la phagothérapie visé
actuellement. En effet, d’apres Richard Carlton, les mutations offrant aux bactéries la capacité
de résister aux antibiotiques ne leur permettent pas de résister aux phages, car elles mettent en

jeu des mécanismes distincts (Carlton, 1999).

v' La perte de la résistance aux antibiotiques
Selon de nombreuses études, le développement de résistance aux phages par des bactéries
multirésistante (BMR) aux antibiotiques peut induire une réponse collatéralement sensible
aux antibiotiques (German et Misra, 2001). Par exemple dans une étude, I’infection de
Pseudomonas aeruginosa par le phage OMKOI1 via sa liaison a la pompe d’efflux
MexAB/MexXY a entrainé des mutations au niveau du géne codant pour la membrane
externe de la porine M faisant partie du complexe de cette pompe, ce qui a empéché son

infection par le phage mais a restauré la sensibilité a la ciprofloxacine (Chan et al., 2016).

Dans une autre étude d’Enterococcus faecalis qui est un pathobionte intestinal humain doté
d'une résistance intrinséque et acquise a de nombreux antibiotiques, dont la vancomycine.
L’acquisition de la résistance contre les phages par la bactérie, a conduit a ’apparition de
souches mutantes ciblant le feuillet cellulaire caractérise par la perte de la résistance aux

antibiotiques in vitro (Figure 22) (Chatterjee et al., 2019).

v' Ladiminution de la virulence suite a la résistance aux phages

De méme, cette résistance lorsqu’elle concerne des phages utilisant des facteurs de virulence
bactérienne tel que les LPS, elle conduit a la diminution de la virulence a des mutations
ponctuelles ou méme de grandes délétions chromosomiques dans les genes de biosynthése de
ces derniers (Filippov et al., 2011 ; Kim et Ryu., 2011, 2012 ; Seed et al., 2012 ; Le et al.,
2014). De plus cela peut méme réduire la résistance aux antibiotiques car il a été démontré
que ces facteurs de virulence (la capsule par exemple) offrent un certain degré de résistance
aux antibiotiques (figure 22) (Geisinger et Isberg, 2015).
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Figure 22 : Résistance aux phages contre la virulence ou la résistance aux antibiotiques
(Kortright et al., 2019).

5.2 Inconvénients

5.2.1 LaPhago-résistance
La capacité d'un phage a infecter une cellule héte de maniere productive dépend de sa

capacité a s'adsorber a la cellule, insérer son materiel génétique (et toute protéine accessoire),
maintenir ce matériel génétique sans dégradation pendant que la machinerie de la cellule héte
est convertie en réplication de phage, générer et assembler ses composants en virions matures,
et lyser la cellule pour libérer sa descendance. Chacune de ces étapes peut étre bloquée par les
mécanismes de résistance sous I’influence des mutations successives ou la physiologie de la
cellule héte pour empécher le phage a infecter cette souche bactérienne de maniére productive
(Labrie et al., 2010).

L’acquisition de ces mécanismes de résistances aux phages peut étre due a la sélection et
mutation et/ou transfert horizontal de genes et peut étre également transférées a la
descendance (Weinbauer, 2004).

Par contre, pour résoudre ce probleme on peut utiliser des cocktails de phages (Weinbauer,
2004). Ou bien, en utilisant les protéines lytiques des phages telles que les endolysines qui
réduisent également les risques d’acquisition de résistance aux phages. Dans ce contexte, des
études d'acquisition de résistance chez S. aureus ont montré qu’aucune souche de S. aureus
résistants a l'endolysine n'a été détectée. Il est probable que cela est di au fait que les
endolysines disposent de deux domaines catalytiques, ce qui diminue la possibilité de trouver
des bactéries a double mutation (Rodriguez-Rubio et al., 2013).
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Sans oublier que les phages eux-mémes sont mutables et peuvent évoluer en réponse a
I'adaptation des bactéries (Abedon et Thomas-Abedon, 2010).

5.2.2 Probléme d’inactivation par le syst¢éme immunitaire
L’induction du systéme immunitaire par les phages est une préoccupation sérieuse en ce qui

concerne la phagothérapie (Rehman et al., 2019). Les cellules dendritiques du corps ont la
capacité d’engloutir les particules phagiques et présenter les antigénes de phages aux cellules
T entrainant la stimulation d'immunité a médiation cellulaire et la libération de cytokines
(Rescigno et al., 2001 ; Gorski et al., 2012), ce qui fait que I’interaction des phages avec le
systeme immunitaire eucaryote peut déclencher des réponses immunitaires humorales qui
stimulent la production d’anticorps ayant une activité de neutralisation des phages. Et cela
révele la nature immunogene des phages (Gorski et al., 2006 ; Gorski et al., 2012 ;
Majewska et al., 2015).

Cette production d'anticorps anti-phages présente donc une limitation majeure a surmonter
avant de les utiliser dans les formulations de phages. Chez un héte mammiféere, la présence
d’anticorps anti-phages dans le sérum réduit et inhibe, respectivement I'activité des phages.
Cela annule les attentes de résultat de la phagothérapie en éliminant les bactériophages du
corps (Hodyra-Stefaniak et al., 2015).

Pour résoudre ce probleme, I'encapsulation de phages dans des liposomes a été proposée pour
prolonger le taux de survie et la bio-distribution des phages (Colom et al., 2015 ; Nieth et al.,
2015 ; Singla et al., 2015 ; Singla et al., 2016).

En effet, ’encapsulation d’un phage peut prolonger la circulation de celui-ci (circuler dans le
corps jusqu'a huit fois plus qu’un phage de type sauvage et échapper a l'inactivation par les
anticorps neutralisants) (Singla et al., 2015 ; Chadha et al., 2017). A titre d’exemple Les
formulations liposomales inhalés peuvent étre a 1’origine d’amélioration des résultats
thérapeutiques par la localisation du traitement dans les poumons avec des effets secondaires
minimisés (Cipolla et al., 2014 ; Cipolla, Wu, Chan et al., 2015 ; Cipolla, Wu, Gonda et
al., 2015).
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Cependant, Sulakvelidze et al., en (2001) ont suggéré que le développement d'anticorps
neutralisants ne devrait pas étre un probleme significatif lors du traitement initial des
infections aigués, car la cinétique d'action des phages se caractérise par une grande vitesse qui
dépasse celle de la production d'anticorps neutralisants dans le corps. Néanmoins, les
anticorps anti-phages peuvent constituer un obstacle s'ils sont encore présents au moment de

I'administration de la seconde cure.

Donc, il a été suggéré qu'il est trés important de tester la réponse immunologique de chaque
phage, en particulier si une thérapie intraveineuse est envisagée. En revanche, les essais
cliniques antérieurs sur les humaines et les animaux n'‘ont pas entrainé de graves réactions

immunologiques au cours de la phagothérapie (Merril et al., 2006).

5.2.3 Risque du choc septique
Le processus de lyse cellulaire exercé par les phages peut étre a I’origine de la libération

d’ADN bactérien, d’endotoxines et de composants bactériens membranaires tels que 1’acide
lipoteichoique et le peptidoglycane. Ces protéines sont des pro-inflammatoires & caractere
immunogene puissant, ils sont donc capables d’induire des complications chez 1’humain tel
que le choc septique suite a la libération d’endotoxines, et des réactions immunitaires
indirectes, suite a la libération de composants antigéniques (Monribot et al., 2012 ; Dufour
etal., 2017 ; Lucie, 2020)

Un choc septique peut étre interprété par une chute soudaine de circulation sanguine, associée
a une augmentation de la température du corps, suite a la présence d’endotoxines dans le sang
libérées lors d’une infection bactérienne, pouvant étre a 1’origine d’un dysfonctionnement
cardiaque (Lucie, 2020). Bien que cela n'ait pas été observé dans la pratique. (Un groupe de
chercheurs a observé in vitro une diminution de libération d'endotoxines lors de la

phagothérapie par rapport aux antibiotiques (Merril et al., 1996).

Pour résoudre ce probleme, des bactériophages déficients en lyse (LyD) sont proposés comme
une alternative intéressante afin de diminuer le risque de relargage rapide d’endotoxines
pendant la phagothérapie (Matsuda et al., 2005). Matsuda et al., ont examiné le potentiel des
LyD dans le traitement de la péritonite chez la souris. Ils ont utilisé un phage déficient en lyse
qui est génetiqguement modifié du phage T4 d'E. coli c’est le phage (t ambre A3 T4) contenant

une mutation au niveau du géne codant pour 1’expression d’holine (Matsuda et al., 2005).
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Par conséquent, lorsqu’il est utilis¢ dans un modele expérimental de péritonite murine, il a été
démontré que le traitement avec des LyD améliore la survie des animaux par rapport aux
autres modalités de traitement. Avec élimination des bactéries sans étre lysé et d'une maniére
qu’ils réduisent la libération d’endotoxines et de cytokines inflammatoires par rapport au
traitement basé sur des phages lytiques ou des antibiotiques, lactame — latamoxef (Matsuda et
al., 2005).

5.2.4 Spécificité
Malgré que la spécificité liée a I’action des bactériophages nous permette de ne pas affecter la

flore commensale. Elle présente aussi des difficultés concernant la capacité de les utiliser
comme traitements probabilistes (contrairement aux antibiotiques ils ne peuvent pas étre
prescrits sans savoir quel est ’agent pathogene) (Dublanchet et Patey, 2015), ces difficultés
sont liées a 1’obligation d’isoler et d’identifier la bactérie responsable de I’infection dans le
but de trouver le phage approprié (Dublanchet, 2017a). Il est donc absolument nécessaire de
savoir exactement de quelle espece bactérienne il s’agit, et elle doit €tre identifiée et vérifice
in vitro par rapport a une banque de phages pour sélectionner le phage le plus efficace pour
une application thérapeutique. Afin d’assurer une utilisation réussie des phages
thérapeutiques, et cela dépend de la disponibilité des laboratoires de diagnostic compétents
(Gill et Hyman, 2010).

5.2.5 Inefficacité face aux bactéries intracellulaires
Une caractéristique particuliere des infections par certaines bactéries dites intracellulaires

telles que M. tuberculosis et & M. avium est le fait que les organismes résident de maniére
intracellulaire dans les macrophages et les monocytes de I'nGte et sont capables d'y persister
pendant de longues périodes de temps dans une phase latente ou dormante. Ceci pose bien sar
des problemes pour l'application potentielle des bactériophages pour le traitement de ces
infections (Hanlon, 2007), en raison de I’incapacité des phages a pénétrer au sein des cellules
eucaryotes, donc ils ne peuvent pas étre employés pour combattre les pathogénes a

multiplication intracellulaire (Dublanchet et Patey, 2015).
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5.2.6 Peu d’informations dans I’enseignement médical
La phagothérapie est malheureusement absente des programmes d’enseignement au cours des

études de médecine, au point que le mot méme « phagothérapie » est méconnu par les
étudiants et méme par les médecins qui ignorent totalement les bactériophages thérapeutiques,
qu’ils considérent avant tout comme simples objets et outils de biologie moléculaire et la
génétique. En effet, pour certains, la nature virale et son obtention des eaux sales les rendent
suspects (Dublanchet et Patey, 2011).

5.2.7 Le risque de recombinaison du génome phagique avec celui des cellules humaines
concernant les phages lysogéniques
Un petit ensemble d’études suggere que la lysogénie bactérienne peut avoir un impact direct

sur les cellules humaines. Par exemple, un rapport a présenté des preuves que des cellules
eucaryotes ont été infectées par le phage tempéré d’E. coli entérohémorragique (EHEC)
(Bentancor, Bilen et al., 2013). Le phage tempéré étudié abritait des génes bactériens codant
pour la toxine de Shiga qui ont été exprimés dans des cellules eucaryotes adjacentes,
probablement via des voies de traduction secondaires ou en utilisant des voies
mitochondriales (Bentancor, Mejias et al., 2013). Ce rapport est conformé a un rapport de
1971 decrivant la traduction dans les fibroblastes de mammiferes de la B-galactosidase avec

des origines présumées de phage tempéré (Lengeling et al., 2013).

Il faut donc étre prudent lors de I’utilisation des phages tempérés, et les préparations de
phages doivent étre caractérisées par le séquencage du génome entier pour exclure les génes

qui peuvent poser des problemes (Rehman et al., 2019).
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6 Préparation des suspensions phagiques a usage thérapeutique

6.1 Ou trouver des bactériophages
Les bactériophages sont retrouvés 1a ou il y a la présence de bactéries, donc il est facile de

trouver des phages dans 1’environnement. Tout simplement en récupérant un échantillon
d’eaux usées chargé de bactériophages de toutes especes. Ou bien ils sont obtenus a partir de
collections de phages purifiés dont les propriétés sont connues. Ces collections sont appelées
phagothéques (Hamann, 2004), ou du patient lui-méme (exploitation de son « phagobiote »)
(Chanetal., 2013).

Toutes les collections existantes en France ont été détruites. Les phagothéques encore
existantes sont situées a I’étranger. Au Canada, a ’université¢ de Laval, il existe un centre
d’étude et de référence pour les virus bactériens. Elle contient plus de 420 espéces de
bactériophages provenant des quatre coins du monde. Il s’agit de I’une des plus importantes
collections de phages. A Thilissi en Géorgie et a Wroclaw en Pologne, on retrouve aussi des

phagothéques (Hamann, 2004).

6.2 LaPréparation des suspensions phagiques a usage thérapeutique
La procédure de préparation de phages thérapeutiques est similaire quel que soit le type de

phage. Selon Alain Dublanchet il existe quatre principales étapes pour la préparation de

phages a partir d’eaux usées ou d’égouts (Dublanchet, 2009).

6.2.1 Propagation
L’échantillon d’eau usée est centrifugé puis décanté de maniére a éliminer les grosses

particules. Aprés la récupération de surnageant, il sera filtré gréce a des filtres de 0,2 microns
pour éliminer les bactéries puisqu’elles ont une taille supérieure, mais pas les virus (possedent
une taille inférieure), ne seront pas retenus par le filtre. Ainsi une préparation contenant une

grande quantité de phage sera obtenue (Dublanchet, 2017a).

Ensuite, une suspension contenant la bactérie ciblée est ajoutée aux bactériophages de la
préparation pour déterminer si le ou les bactériophages recherchés, c¢’est-a-dire celui ou ceux
diriges contre une bactérie donnée, sont présents dans la préparation obtenue, puis le mélange
est incubé pendant quelques heures sous agitation douce a 35°C. Aprés cette incubation, si la
préparation contient un ou plusieurs phages lytiques contre la bactérie que I’on souhaite

détruire, alors ils seront propagés en grand nombre (Dublanchet, 2009 ; Ravat et al., 2015).
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Ces phages auront en effet réalisé plusieurs cycles de réplication augmentant leurs nombres.
A P’issue du processus, il suffit d’ajouter quelques gouttes de chloroforme pour détruire les
bactéries résiduelles sans détruire les phages. Centrifuger puis filtrer de nouveau pour
éliminer les débris bactériens (Dublanchet, 2009 ; Ravat et al., 2015). Ainsi, une préparation
contenant un ou plusieurs bactériophages actifs contre la bactérie cible sera obtenue.
L’efficacité est vérifiée en déposant une goutte de la préparation sur une boite de Pétri avec
une gélose contenant la bactérie étudi¢e. La présence d’une plage claire a I’endroit du dépot

apres incubation signe la lyse bactérienne (Ravat et al., 2015).

6.3 La purification
L’objectif est d’isoler chacune des différentes éventuelles variétés de phages, pour cela la

préparation obtenue précédemment sera diluée un certain nombre de fois afin d’obtenir une
dispersion des phages pour qu’ils soient isolés. Une fois diluée, la préparation sera étalée sur
une boite de Peétri sur des géloses comportant les bactéries étudiées réparties de maniere
homogeéne en surface. Apres incubation, les bactéries se sont multipliées, créant des colonies
visibles sur toute la surface de la gélose, sauf a 1’endroit ou avait été déposé un bactériophage
actif contre la bactérie. Ensuite une plage de lyse correspondant a un clone phagique sera
observée, (Un clone est le produit d’une multiplication a 1’identique de bactériophages issus
d’un méme ancétre) et ’aspect des plages differe selon le bactériophage impliqué dans le
processus de lyse. Suivie par le prélevement d’une ou plusieurs plages que I’on propage
chacune dans un bouillon de la bactérie cible afin d’obtenir une quantité suffisante de clones.

Cette étape sera renouvelée deux ou trois fois (Dublanchet, 2017a).

Plusieurs méthodes existent et sont nécessaire pour éliminer les bactéries restantes ainsi que
les débris de lyse bactérienne : centrifugation et filtration, précipitation des phages a 1’aide de

polyéthyléne glycol ou chromatographie d’affinité (Abedon et al., 2011).

6.4 Lanumeérotation
Apreés l'isolement et la purification, cette étape permet de connaitre le nombre de

bactériophages actifs obtenus. Il faut que le pouvoir lytique de la suspension soit suffisant. Par
convention, il est recommandé d’utiliser des suspensions possédant un titre €gal ou supérieur
a 10° PFU par millilitre (ml). Le titre exprime le nombre de particules phagiques lytiques par
unité de volume. De tout temps, mais des titres supérieurs, de 107 & 10°, peuvent étre obtenus
et sont preférables (Dublanchet, 2017a).
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6.5 Lescontrdles
Cette ¢tape de controle est faite lorsqu’on part de suspensions dont on ne connait pas les

caractéristiques comme pour les préparations commerciales. Par exemple un <« phagogramme
> peut-étre effectué¢ (Le phagogramme est 1’équivalent des antibiogrammes mais pour les
phages). Elle permet de déterminer 1’activité et le nombre de particules virales actives

(Dublanchet, 2017a).

Le travail préparatoire pour obtenir une suspension de bactériophages thérapeutiques a partir
des eaux sales est considérable. Il faut analyser de nombreux échantillons d’eaux usées afin de
parvenir a obtenir une suspension fiable. A titre d’exemple, D’Hérelle dans son laboratoire a
étudié de nombreux bactériophages pour n’en sélectionner que quelques-uns dans un but
thérapeutique : <« Dysenteri-phage : environ 200 races isolées, 100 étudiées, parmi ces
dernieres 15 races types ont été sélectionnées ; leur ensemble est pratiquement actif sur 100%
des souches de bacilles dysentériques et paradysentériques. Typhi-phage : environ 600 races
isolées, 347 étudiées et 32 choisies comme types ; I’ensemble de ces derniéres est actif sur
100% des souches de bacilles typhiques, paratyphiques et salmonella typhique > (Kuhl et
Mazure, 2011).

6.6 Elevage de phages
Un protocole d'élevage a été développé par Jasim et al., en (1995) pour isoler les phages

posseédant une virulence accrue dans une population. Le principe de ce protocole est trés
simple, il est basé sur l'utilisation d'un composé antiviral dérivé de l'extrait de grenade capable
de détruire les bactériophages qui se présentes libres en suspension et donc non liés a la

surface de la cellule héte (Jassim et al., 1995).

Lorsque cet antiviral est ajouté & un bouillon contenant a la fois les phages et les bactéries
hote, ce composé sélectionnera les phages qui s'adsorbent le plus rapidement, car le virus non
lie sera tué. Et la progéniture de cette infection sera transmise grace a des cycles répétés
d'élevage pour produire des virus caractérisés par une virulence renforcée (Jassim et al.,
1995). Cette technologie a été employée pour produire un bactériophage spécifique des

formes L de Listeria monocytogénes (Hibma et al., 1997).
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6.7 Le mode d’emploi

Plusieurs regles d’emploi des bactériophages, On peut imaginer, par analogie avec

I’utilisation des antibiotiques. Ils existent deux modes d’emplois des bactériophages :

La phagothérapie probabiliste : Dans le cas d’une situation plutdt urgente, ou le traitement
ne peut pas attendre les résultats bactériologiques, on peut envisager le recours a des
préparations du commerce. On administrera un cocktail de phages offrant un spectre large.
Par exemple, ’institut de Tbilissi produit le Pyophage. Le Pyophage est une suspension d’un
mélange d’au moins trente phages ayant une action sur staphylocoque, streptocoque,
pyocyanique, colibacille et Proteus. On parlera de phagothérapie « prét a porter > on pourra
secondairement, isoler la bactérie afin de s’adapter a la thérapeutique, on parlera de <«
désescalade > phagique (Dublanchet, 2009).

La phagothérapie adaptée : dans ce cas, on identific la bactérie avant d’administrer le
traitement. Une fois la bactérie isolée, 2 situations peuvent alors étre envisagées : soit la
bactérie est connue et on peut produire une préparation extemporanée de phage (préparée
juste avant son emploi) spécifique de la souche a traiter, dans ce cas on peut parler de
phagothérapie <« sur mesure >. Soit la bactérie est connue mais, pour diverses raisons, la
fabrication d’une préparation extemporanée spécifique de la souche a traiter n’est pas
possible. On utilisera un produit de commerce le plus proche possible de la souche a traiter :

phagothérapie « prét a porter > (Ravat et al., 2015).
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7 Les voies d’administration des phages

Les phages doivent étre amenés au niveau du site de I’infection pour étre actifs ; ils se
multiplieront alors et disparaitront avec les bactéries hotes. Dans la pratique, de nombreuses
voies d’administration ont été utilisées pour un usage interne ou externe. Les phages sont
principalement utilisés sous forme liquide (suspensions buvables ou injectables) et sont
administrés directement ou au sein de vehicules comme des suppositoires, des ovules, des
pansements, en poudre ou en aérosol. En effet, de nombreuses voies d’administration sont
possibles selon I’infection concernée : orale, locale, rectale, sous-cutanée, parentérale

(intraveineuse ou intramusculaire), par nébulisation ou péritonéale (Dublanchet, 2017b).

7.1  Administration parentérale de bactériophages (Absorption par
injection)

Les injections surmontent le plus facilement les importantes barrieres défensives de
I'organisme et se sont révélées étre les voies les plus efficaces d'administration systématique
de phages. Les injections dans des approches plus modernes de phagothérapie sont
couramment utilisées, en particulier dans les modeles animaux précliniques. Ces voies
comprennent les voies intrapéritonéales (ip) (Nakai et al .,1999 ; Matsuzaki et al ., 2003 ;
Capparelli et al ., 2006 ; Pouillot et al ., 2012 ; Semler etal ., 2014 ; Takemura-
Uchiyama et al ., 2014 ), intramusculaire (im) (Geier et al ., 1973 ; Smith et Huggins ,
1982 ; Barrow et al ., 1998 ; Huff etal ., 2003 ; Prasad et al ., 2011 ; Trigo et al ., 2013)
et sous-cutanée (sc) (Capparelli et al ., 2007 ; McVay et al ., 2007 ; Pouillot etal ., 2012)
ou l'injection directe dans le sang par voie intraveineuse (iv)(Uhr et Weissman , 1965 ;
Nelstrop et al ., 1968 ; Inchley, 1969 ; Hajek ,1970 ; Taylor et al ., 1997 ; Kim et al .,
2008 ). L'administration par voie iv a également été appliquée aux humains (Ochs et al.,
1971 ; Jennes et al., 2017).

Les injections peuvent étre a la fois efficaces et trés rapides pour délivrer les bactériophages
dans le sang. Les phages actifs sont généralement observés dans la circulation sanguine au
cours de la premiere heure et ont méme été observés en moins de 5 minutes (Sulkin et al.,
1957 ; Keller et Zatzman, 1959 ; Bartell et al.,1963 ; Bartell et al., 1965 ; Bogovazova et
al., 1991 ; Bogovazova et al., 1992 ; Chhibber et al., 2008).

Les différences dans le moment de l'acces des phages au compartiment sanguin peuvent

dépendre du site d’injection ; cependant, les injections iv, bien siir, permettent une délivrance

immédiate (McVay, 2007).
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L'arrivée des phages dans le sang a été observée plus t6t aprés l'injection intrapéritonéale
qu'apres l'injection intramusculaire ou sous-cutanée. L'injection par voie intraperitonéale a
également entrainé des titres de phage plus élevés que l'injection intramusculaire ou sous-
cutanée, en corrélation avec une protection plus efficace des animaux de laboratoire contre la

septicémie mortelle (McVay, 2007).

Ensemble, ces observations semblent impliquer, sans surprise, que le moins d'obstacles a
I'absorption du phage se produit lorsque le phage est administré par injection, bien que
certaines voies d'injection (par exemple, la voie iv) présentent moins d'obstacles que d'autres.
Alternativement, il est possible d'injecter des phages directement dans les tissus infectés. Dans
ce cas, la circulation systémique est contournée et par conséquent, les obstacles de distribution
au mouvement des phages sont réduits, tout comme les problemes concernant la clairance des

phages du sang (Ferry, 2018).

7.2 Administration orale de phages
L'administration orale de bactériophages s'est avérée efficace dans le traitement des infections

gastro-intestinales et dans certains cas des infections systémiques. Le principal probleme avec
I'administration de bactériophages par voie orale est la stabilit¢ des phages dans
I'environnement hautement acide et protéolytiquement actif de l'estomac. La protection des
phages contre l'acidité gastrique par des méthodes telles que la micro encapsulation de
polymeres peut améliorer I'efficacité des phages administrés par voie orale (Stanford et al.,
2010).

Parmi les diverses voies d'administration, l'administration orale est généralement la plus
pratique et la plus susceptible d'étre acceptée par les patients, car de nombreux médicaments
sont administrés par voie orale. Cependant, I'administration orale de phages n'est pas une voie
d'administration efficace des phages dans la circulation systémique, en partie a cause de
I'absorption peu fiable des phages par le tractus gastro-intestinal. Par exemple, Jun et al., ont
montré que l'injection ip permettait I'apparition de phages actifs dans le sang 3 h plus tot que
I'application orale, le titre maximal de phages dans le sang étant atteint dés 6 h avant que le
pic ne soit atteint par le phage administré par voie orale (Jun et al., 2014).

L'analyse des rapports expérimentaux disponibles montre qu'environ 20 % seulement des
applications orales ont été efficaces chez tous les individus étudiés, tandis que 33 % n'ont
abouti a aucune pénétration chez les individus d'un groupe étudié (Keller et Engley ,1958 ;
Hildebrand et Wolochow, 1962 ; Bradley et Watson, 1963 ; Hoffmann, 1965 ; Wolochow
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et al., 1966 ; Geier et al., 1973 ; Smith et Huggins, 1983 ; Weber-Dabrowska et al., 1987 ;
Reynaud et al., 1992 ; Nakai et al., 1999 ; Park et al., 2000 ; Chibani-Chennoufi et al.,
2004 ; Duerr et al., 2004 ; Bruttin et Brussow, 2005 ; Borie et al., 2008 ; Oliveira et al.,
2009 ; Denou et al., 2009 ; Borie et al., 2009 ; Pagava et al., 2011 ; Prasad et al., 2011 ;
Letarova et al., 2012 ; McCallin et al., 2013 ; Jaiswal et al., 2014 ; Christiansen et al.,
2014 ; Jun et al., 2014).

Les exigences de passage des phages a travers les sucs gastriques peuvent ainsi constituer un
obstacle a la délivrance orale des phages, que ce soit vers la délivrance systémique ou vers la
délivrance in situ. Par conséquent, des neutralisants d'acidité sont souvent appliqués ou
conseillés pour améliorer le transfert des phages dans l'estomac (Mieydzybrodzki et al.,
2017).

7.3 Administration locale de phages

L'administration locale de phages s'est avérée trés efficace et de nombreuses études sont
rapportées dans la littérature, en particulier dans les anciens pays du bloc soviétique de I'Est.
(Sulakvelidze et al., 2001 ; Kutter et Sulakvelidze, 2005). L'un des domaines thérapeutiques
qui a recu beaucoup d'attention a été la cicatrisation de plaie. Le développement d'hydrogels
et de formulations cicatrisantes imprégnées a augmenté les taux de réussite de la
phagothérapie dans les applications topiques. Un exemple de produit commercialement
disponible avec succes est le systeme Phagebioderm® développé par I'Institut Eliava en
Géorgie, qui cible P. aeruginosa, S. aureus et Streptococcus spp. Cette formulation consiste
en un cocktail de bactériophages et d'antibiotiques imprégnés dans un systeme d'hydrogel
stable pour application topique (Markoishvili et al., 1999).

De plus l'utilisation de bactériophages lytiques pour réduire la contamination de la peau de
poulet par Salmonella et Campylobacter spp. a récemment été rapporté par Goode et al
(Goode et al., 2003).

7.4 Administration de phage otique
Des données complétes d'un essai clinique d'une préparation de bactériophage thérapeutique

d’une infection de l'oreille due a une souche de P. aeruginosa résistante aux antibiotiques et
sensible a un ou plusieurs des six phages présents dans Biophage-PA® (Biocontrol Inc.,
Royaume-Uni) ont été rapportées recemment (Wright et al., 2009 ; Hawkins et al., 2010).
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7.5 Administration de phages dentaires
L'utilisation de bactériophages dans le traitement ou la prévention des infections dentaires a

fait I'objet de nombreux articles et depots de brevets. L'effet des bactériophages sur la
viabilité d'Enterococcus faecalis (ATTC 29212) dans les racines dentaires humaines a été

évalué par Paisano et al., en (2004).

7.6 Inhalation de bactériophages
L'application des technologies d'inhalation a la phagothérapie a été lI'une des avancées les plus

récentes dans le domaine. Compte tenu des succés antérieurs de la phagothérapie dans les
applications locales et systémiques, l'utilisation de bactériophages pour lutter contre les
infections pulmonaires bactériennes semble étre une étape logique. Le développement des
technologies modernes d'inhalation et de traitement a permis de grandes avancées dans ce
domaine. Récemment, des nébuliseurs ont été utilisés pour délivrer des solutions de
bactériophages (Golshabhi et al., 2008).

7.7 Quelques précautions nécessaires a certaines voies
Certaines voies nécessitent cependant quelques précautions :

Les phages sont inactivés par le pH acide de ’estomac. En cas d’utilisation par voie orale on
devra donc soit modifier le pH gastrique, soit protéger les phages du contact de 1’estomac en

utilisant des vecteurs par exemple (Ravat et al., 2015).

Certaines protéines des phages sont immunogénes. Dans la circulation sanguine, le contact
des phages avec le systéme immunitaire peut donc étre a 1’origine de 1’apparition d’anticorps
anti-bactériophages. En cas d’administration parentérale, une inactivation des phages par ces
anticorps est donc possible. Cela implique qu’en théorie on ne pourrait injecter dans la
circulation sanguine un type précis de phage qu’une seule fois avant qu’il ne soit reconnu et
inactivé par le systétme immunitaire. L’utilisation a cependant montré que les anticorps
neutralisants n’apparaissent pas avant une a deux semaines, ce qui laisse le temps de débuter

le traitement ou de traiter une infection aigue (Dublanchet, 2017a).

Cet obstacle peut étre surmonté en répétant 1’administration des phages ou en augmentant leur
concentration. Il est aussi possible d’utiliser des phages différents actifs sur la méme bactérie

car les anticorps produits sont différents d’un phage a I’autre (Ly-Chatain, 2014).

61



Les voies d’administration des phages

Dans certains cas, les phages peuvent constituer des vecteurs, mais, dans le cadre de leur
administration, ce sont les phages qui nécessitent des vecteurs afin de moduler leur libération.
Plusieurs types de vecteurs sont étudiés actuellement, comme, par exemple, 1’hydroxyapatite,

le chitosan ou divers biopolymeéres.

L’encapsulation des phages dans des liposomes est un moyen qui permet de les transporter en
¢vitant leur inactivation par 1’organisme (par le pH gastrique ou les anticorps neutralisants
notamment) mais qui permettrai aussi de les introduire dans les cellules ; les phages

pourraient ainsi atteindre les bactéries intracellulaires (Dublanchet, 2017a).

7.8 Les essais cliniques de la phagothérapie chez les humains
Avec la reconnaissance croissante de la crise émergente de la résistance aux antibiotiques,

plusieurs entreprises ont commencé a chercher des moyens de commercialiser la
phagothérapie. Les premieres tentatives se sont concentrées sur le travail de longue date des

pays européens de I’Est (Tableau 4) (Bruttin et Briissow, 2005).

D'autres essais de phagothérapie ont été réalisés conformément aux normes réglementaires de
I’Agence Européenne des Médicaments (EMA) ou de la Food and Drug Administration
(FDA) (Tableau 5) (Burrowes et al., 2011).
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Tableau 4: Quelques études de phagothérapie humaine réalisées dans I'ex-Union

soviétique

Auteur

(Markoishvili
et al., 2002)

(Lazareva et
al., 2001)

(Perepanova
et al., 1995)

(Militina et
Vorotyntseva,
1993)

(Bogovazova
et al., 1992)

(Sakandelidze
etal., 1991)

Année Org* cibles

2002

2001

1995

1993

1992

1991

E. coli
Proteus
Pseudomonas
staphylocoque

Proteus
staphylocoque
streptocoque

E. coli
Proteus
Staphylococcus

Salmonella
Shigella

K. ozaenae

K. pneumoniae
K. pneumoniae
K. ozaenae

K.

rhinoscleromatis

Enterococcus
E. coli

P. aeruginosa
Proteus
Staphylococcus
Streptococcus

Maladie Itinéraire = Succes
Ulceres et Phage

. 1ag 70%
plaies BioDerme
Brulures Comprimé
Inflammation
urogénitale 92%,
aigué et 84%
chronique
Salmonellose
Allergies

g 86%

infectieuses
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Détails

Guérison associée a la
réduction ou
I’élimination des
organismes cibles chez
22 patients souffrants
d'ulcéres

Pyophage ;
Complications
septiques réduites,
meilleure normalisation
de la température,
réduction des
staphylocoques et des
streptocoques et un
Proteus avec utilisation
de phages

92 % pour une nette
amélioration clinique ;
84% pour la clairance
bactériologique

Les phages, par rapport
aux phages et aux
antibiotiqgues combinés
ont été examinés avec
une combinaison
efficace mais pas avec
antibiotiques seuls

Utilisation de phages
adaptés ; le traitement
était efficace.

Phages uniquement, 86
% de réussite ;
antibiotiques
uniquement, 48% de
réussite ; antibiotiques
plus phages, 83 % de
réussite
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Tableau 5: Essais cliniques modernes de phagothérapie réalisés en vertu de la

réglementation de I'EMA ou de la FDA américaine.

Année

1995

2005

2007

2008

Organisation

Exponential
Biotherapies
Inc.

Nestlé

Biocontrole
Limité

Le centre de
soit de la plaie

régionale du
sud-ouest

Autorité de
régulation

US FDAY
+ : Non publié.

Conseil de la
recherche
Bangladesh
Médical

EMA

FDA

Organisme(s)
cible(s)

ERV

Escherichia coli

P. aeruginosa

E. coli,
Pseudomonas
aeruginosa,
Staphylococcus
aureus

64

Pays

Royaume-
Uni

La Suisse

Royaume-
Uni

Etats-Unis

Références

(Sunagar et al.,
1995)

(Sujata, 2010)

(Wright et al.,
2009)

(Rhoads et al.,
2009)
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8 Perspectives et d’autre utilisations des bactériophages

8.1 Nouvelles technologie bactériophage
Si la thérapie bactériophage doit jouer un réle dans la gestion des infections a l'avenir, les

entreprises engagées dans la fabrication de produits & base de phages doivent étre en mesure
de protéger leur propriété intellectuelle. Donc cela a conduit a un certain nombre de brevets

concernant des domaines périphériques de la technologie des phages (Hanlon, 2007).

8.1.1 Exploitation du protéome phagique (les lysines)
Outre l'utilisation de bactériophages entiers, les produits a base des protéines de phages sont

également en cours d'essais expérimentaux pour remplacer les phages intacts (Lee et al.,
2006). Parmi eux on a les lysines qui sont des enzymes produites au cours du processus
d'infection et qui ciblent spécifiquement le peptidoglycane bactérien et facilitent la sortie de la
progéniture virale de la cellule. Un certain nombre de groupes ont préconisé I'utilisation de
lysines purifiées comme outil thérapeutique plutét que des phages infectieux (Loessnher,
2005). A cause des avantages qu’ils présentent par rapport aux antibiotiques, ils posseédent la
specificité d'hdte des phages et n'affectent donc pas négativement la microflore normale et
minimisent les possibilités d'émergence de résistance et tuent les agents pathogenes
colonisateurs sur les surfaces. Tandis que leur inconvénient majeur est qu'ils sont incapables
de penétrer la membrane externe des cellules Gram-négatives ce qui rend leur activité

thérapeutique limité aux infections Gram positives (Hanlon, 2007).

Parmi ces protéines (lysines) : (a) Le lysozyme qui est une protéine phagique, isolée du phage
fXo0411 qui lyse la paroi cellulaire des bactéries (Lee et al., 2006). (b) L'endolysine, une autre
protéine utile qui peut fragmenter la paroi cellulaire de la bactérie entrainant la mort des
cellules bactériennes (Rehman et al., 2019). (c) L'enzyme muralytique isolée du phage K
doté d’une activité contre S. aureus (Paul et al., 2011). (d) La protéine de pointe de la queue

du phage P22 dirigée contre Salmonella enterica (Waseh et al., 2010).

Un certain nombre de bactériophages ont été discutés comme des fenétres sur I'évolution des
génomes microbiens en ce qui concerne leurs matériel genétique et leurs produits géniques
(McKenna et al., 1996 ; Petrov et al., 2010). Et au lieu d'isoler directement les enzymes des
phages, les chercheurs et les biotechnologistes utilisent également le génie génétique et la
recombinaison et la technologie de I'ADN pour identifier certains potentiels plus cachés de

I’activité antibactérienne des phages (Rehman et al., 2019).
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8.1.2 Prophages modifies
Les phages tempéres induisent un état de lysogénie chez un héte bactérien, ou I'ADN viral

s'integre dans I'ADN de I'néte pour donner naissance a ce qu'on appelle un prophage qui se
réplique a mesure que la cellule se réplique. La lyse est un évenement peu fréquent; les
prophages sont courants dans les bactéries mais ne sont généralement pas considérés comme
appropriés a des fins thérapeutiques. Cependant, I'identification des bactériophages lytiques
pour certaines bactéries peut prendre du temps car les phages lytiques de certains agents

pathogénes sont relativement rares et difficiles a trouver (Rapson et al., 2003).

Etant donné que les prophages sont plus courants chez les bactéries, ils sont plus facilement
isolés, certains chercheurs visent a cultiver des bactéries cibles et induire les prophages
qu'elles contiennent pour provoquer la lyse, a travers 1’introduction d’une mutation au niveau
du gene vir pour donner naissance a un groupe de phages lytiques permanents, tous capables

d'infecter cette bactérie spécifique (Rapson et al., 2003).

Les mutants vir contiennent généralement une altération dans la région opératrice de I'ADN
du phage qui empéche la protéine répresseur de se lier a I'opérateur. Cette altération conduit a
la derépression de la lysogénie, ainsi la transcription et la traduction de I'ADN du phage
suivent et la lyse subséquente de I'nte bactérien. Les phages altérés ont une gamme d'hétes
élargie par rapport au type sauvage et le produit formulé vise en premier lieu le traitement du

portage nasal du SARM chez le personnel hospitalier (Housby, 2006).

8.1.3 Technologie « Phage display »
Le phage display est une technique de décoration de la capside d’un phage de I'extérieur avec

des peptides ou des protéines, dont le matériel génétique repose a l'intérieur de la capside ou
de la téte du phage, découverte en (1985) par Smith et elle est reconnue par le prix Nobel de
chimie en (2018) (Rami et al., 2017). « Phage display » a un r6le dans lI'administration
d'agents thérapeutiques, y compris les génes, les vaccins et les médicaments. Certaines autres
applications de phage display comprennent l'identification d'épitopes (déterminants
antigéniques) ciblant les cellules eucaryotes, la conception de nanomatériaux, la recherche et

la thérapie contre le cancer, la bio imagerie et bien plus encore (Barati et al., 2018).
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8.1.4 Technologie SASP
Les endospores de Bacillus spp. présentent une profonde résistance a la chaleur, aux

radiations et aux produits chimiques et cette résistance est en partie due a la faible teneur en
eau du noyau des spores. De plus, I'ADN des spores est protégé des dommages par saturation
avec des petites protéines acides solubles de spores (SASPs) pour (small, acid-soluble spore
proteins) de type-a/p (P. Setlow, 1995 ; B. Setlow et Setlow, 1995a ; B. Setlow et Setlow,
1995b ; P. Setlow, 2006). Il existe trois types de SASP, a savoir, qui ont des poids
moléculaires compris entre 5 kDa et 11 kDa. Il a été démontré que les SASP de type o/f

agissent comme des protéines de liaison a I'ADN pour protéger 'ADN des dommages, tandis
que les SASP de type-y sont utilisees pour fournir des acides amines pour la croissance

(Hackett et Setlow, 1987).

Setlow et al., en (1991) ont montré qu'un gene codant pour une SASP de type-a/p pouvait
étre inséré dans un plasmide sous le contr6le d'un promoteur inductible et que cela faisait
prendre & une cellule végétative des caractéristiques de type spore (B. Setlow et al., 1991).
Fairhead (Fairhead, 2004a ; Fairhead, 2004b) a utilisé cette technologie pour développer un
systeme antimicrobien qui utilise la spécificité des phages pour cibler les genes SASP dans les
bactéries pathogénes. Les bactériophages sont génétiquement modifiés pour supprimer leur
géne de lyse et le remplacer par un géne codant le type-o/B de SASP. Le phage se lic a la
bactérie cible spécifique, injecte son ADN et tous les genes viraux, y compris SASP, sont
exprimés (Figure 23). La SASP est toxique pour la cellule bactérienne car elle se lie a 'ADN
bactérien de facon irréversible, stoppant toute activité cellulaire, le virus ne se multiplie pas
dans la bactérie, mais il a été démontré qu'il produit une mort rapide. Le mécanisme d'action
de ce systeme offre des possibilités limitées d'émergence de résistance et il est développé en
tant que produit ciblant le SARM et C. difficile (Hanlon, 2007).
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Figure 23 : Utilisation de phages comme véhicule de livraison pour une petite toxine de
protéine de spore soluble dans I'acide (SASP) (Hanlon, 2007).
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8.1.5 Modification du profil de liaison de I'h6te
Les bactériophages peuvent étre manipulés génétiquement pour modifier leur profil de liaison

a I'néte. Le phage filamenteux M13, qui a normalement E. coli comme héte, a été modifié en
utilisant des techniques de phage display pour lier Helicobacter pylori (Cao et al., 2000).
Cette technologie peut avoir une application lorsqu'un phage lytique virulent ne peut pas étre

trouvé pour une bactérie hote spécifique (Hanlon, 2007).

8.2 La phagothérapie d’un autre coté
Dans le passé, les bactériophages n'étaient utilisés que comme agents antibactériens, mais a

I'ere de la biologie synthétique, les chercheurs ont commencé a réorienter les phages en les

utilisant dans d’autre domaines thérapeutiques (Rehman et al., 2019).

8.2.1 Espoir pour les maladies dégénératives
Les bactériophages sont connus pour traverser la barriere hémato-encéphalique pour accéder

aux cellules du cerveau ou elles fournissent une immunité grace a leur activité
antimicrobienne (Dubos et al., 1943 ; Lehti et al., 2017). Les scientifiques ont manipulé cet
aspect de phages pour trouver un remede aux maladies du systéme nerveux. La méningite
bactérienne dans des modéles de souris a été prévenue a l'aide de phages anti—Shiga en

injectant des phages dans le cerveau de souris (Dubos et al., 1943).

Des traitements de la maladie d'Alzheimer et les maladies de Parkinson ont été aussi
établies en utilisant la plaque potentielle de liaison des bactériophages. Les phages
filamenteux M13 ont été congus pour afficher des anticorps anti- amyloides. Phages qui se
lient aux plaques d'a-synucléine et de B-amyloide favorisant la dégradation et 1’élimination
des protéines mal repliées présentes dans les maladies de Parkinson et d'Alzheimer
(Messing, 2016).

8.2.2 Thérapeutique du cancer
La délivrance du géne et son expression ultérieure peuvent étre réalisées a l'aide de

bactériophages. De telles thérapies anticancéreuses a base de phages étaient a I'étude depuis
plusieurs années. Le phage filamenteux F5 a été congu pour présenter (ErbB2) le récepteur
d’un facteur de croissance, pour permettre l'endocytose médiée par le récepteur dans les
cellules tumorales du cancer du sein, suivies de la délivrance et de I'expression des génes de
croissance rapporteurs de protéines factorielles (Poul et Marks, 1999). AE37, une protéine
dérivée de la protéine du récepteur du facteur de croissance épidermique, a été conjuguée avec
la capside protéique gpD du phage lambda AF7 (Barati et al., 2018).
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De tels phages modifiés ont été utilisés comme un nanomédicament antitumoral efficace qui a
considérablement réduit les tumeurs cancéreuses du sein dans des modeles murins. Induction
de phage modifi¢ les nanoparticules [AF7 (gpD : AE37)] pour stimuler le systéme immunitaire
eucaryote a produire les lymphocytes T CD8+, CD4+ IL-4 et IFN, et faciliter la liaison aux
molécules du CMH 11. Les particules de phage chimérique ont montré une immunogeénicité
ainsi qu'une activité antitumorale ciblée (Barati et al., 2018). De méme, plusieurs autres
études ont été menées a l'aide des techniques d'édition du génome pour la livraison de

médicaments, de genes et de protéines dans les cellules de mammiferes (Karimi et al., 2016).

8.2.3 Vaccins a base de phages
Les particules phagiques avec leur capacité d'induire a la fois des réactions immunitaires a

médiation humorales et cellulaires. 1ls peuvent agir comme adjuvants efficaces ou des
véhicules de nanolivraison pour des vaccins moins immunogénes. Les vaccins de type phage
display ne nécessitent pas d'adjuvants car les bactériophages sont intrinsequement immuno-
géniques et peuvent agir comme adjuvants naturels. Les vaccins a base de phages possédent
¢galement une mémoire immunologique, I’induction des lymphocytes T suivie de la sécrétion
des cytokines T helper (Thl) activent les cellules dendritiques au niveau du
microenvironnement tumoral (Hashemi et al., 2012). La (Figure 24) expligue la synthese des

vaccins phagiques modifiés en utilisant la technique du phage display (Rehman et al., 2019).
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Figure 24 : Production d'un vaccin phagique via la technologie de I'’ADN recombinant.
Parfois, une telle conception de phage peut étre réalisée sans modification du génome par un
processus appelé bio-conjugaison dans lequel la capside du phage est décorée de molécules
spécifiques permettant aux particules de phage d'étre utilisées comme support (Rehman et al.,
2019).

8.3 Utilisation non thérapeutique des phages

8.3.1 Utilisation en agriculture
Les infections bactériennes dans les plantes entrainent de grandes pertes économiques dans

I'agriculture (Kannan et al., 2015). La gestion des maladies des cultures comprend
principalement la sélection de cultivars résistants ou l'utilisation de produits chimiques tels
que les métaux lourds et les antibiotiques dans certains pays. De plus, les antibiotiques se
propagent par le sol et l'eau et ont des conséquences majeures sur la santé humaine et
I'environnement en sélectionnant des bactéries multirésistantes (Woolhouse et al., 2015 ;
Jorgensen et al., 2016).
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Les stratégies de lutte biologique visent a développer des méthodes synthétiques naturelles et
durables pour résoudre ces problemes, connues par les progrés de la lutte biologique contre
les insectes ravageurs (Bianchi et al., 2006).

Dans le contexte agricole, des préparations de bactériophages contre les bactéries pathogénes
de plantes ont été utilisées dés 1924 et représentaient donc des agents de biocontréle pionniers
(Mallmann et Hemstreet, 1924). Des essais en serre et sur le terrain contre les principaux
agents pathogénes des cultures tels que Xanthomonas spp. (y compris Xylella sp.), Erwinia
amylovora , Streptomyces scabies ou Ralstonia solanacearum ont été démontrer (Figure 25)
(Buttimer et al ., 2017).

De méme, un essai de lutte biologique dans un vignoble a été signalé au Texas pour le
traitement de I'agent pathogéne Xylella fasrantyosa, qui cause la maladie de Pierce dans les
vignes. (Das et al., 2015). Ce qui est intéressant, c'est que certaines entreprises sont engagées
dans la production de bactériophages, certaines comme Omnilytics (originaire des Etats-Unis,
mais rachetée en (2015) par la société chinoise Phagelux) depuis plus de 15 ans, avec des
produits comme AgriPhage dont I'objectif est de protéger les plants de tomates et de poivrons
des attaques d'agents pathogénes. Xanthomonas pestris et Pseudomonas syringae, en méme
temps en agriculture conventionnelle et biologique (Zaczek et al., 2015).

En (2019), la méme entreprise a débuté la commercialisation d’une préparation de
bactériophages contre Erwinia amylovora, une bactérie responsable du « feu bactérien »,
I’une des maladies les plus problématiques aujourd’hui en Europe pour les pommiers et
poiriers. Les bactériophages en agriculture aux Etats-Unis ont le statut de GRAS (generally
recognized as safe) ce qui simplifie grandement leur réglementation auprés de Food and Drug
Administration (FDA) (Christiansen et al., 2014).

Notons également la commercialisation en Grande-Bretagne par APS Biocontrol d’une
approche de contrble post-récolte qui assure la protection des pommes de terre ensachées
contre les bactéries d’altération. Cette société a connu un succes commercial considérable au
Royaume-Uni (plus de 40 % des pommes de terre de supermarché traités avec les
bactériophages), et elle est en train de mettre au point un produit contre Pseudomonas sp.
Pour le traitement des salades emballées et des raisins secs. 1l est a noter que les préparations
de bactériophages d’APS Biocontrol ont été homologués comme « auxiliaires technologiques
», sans étiquetage ni test de toxicité, contrairement aux produits classés comme biocides

utilisables en plein champ (Christiansen et al., 2014).
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Figure 25 : Tests préliminaires de I’action curative d’un traitement par bactériophages
ciblant Ralstonia solanacearum. A) Plant de tomates flétri sept jours aprés I’inoculation de
R. solanacearum. B) Plant de tomates en bonne santé suite a 1’inoculation conjointe de R.
solanacearum et de bactériophages. Expériences menées sous serre au centre de recherche
PVBMT a I'ile de La Réunion (communication personnelle de C. Torres-Barceld). La barre
d’échelle représente 10 cm (Ansaldi et al., 2018).

8.3.2 Utilisation vétérinaire

Dans les élevages, I'utilisation des phages est envisagée afin de limiter les apports en
antibiotiques et autres composés chimiques susceptibles de se retrouver dans les produits
finis. Les applications se font par voie orale, en intramusculaire ou en topique mais
nécessitent de prendre en compte leurs limites. Le pH acide du systéme digestif ou
I'établissement d'une réponse immunitaire peuvent interférer avec la survie des phages.
Comme pour la thérapie humaine, les méthodes d'encapsulation sont donc envisagées
(Hussain et al., 2015). 1l est ainsi possible de traiter I'animal vivant et réduire les populations

pathogénes avant leur entrée dans la chaine alimentaire (Raya et al., 2006).

En aquaculture, les tests sont effectués en ajoutant directement des phages dans I'eau du
bassin lorsque des infections de la peau et des écailles sont détectées, par imprégnation des

aliments ou par injection (Nakai and Park, 2002).
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A titre d’exemple, un traitement par 1’alimentation (environ 10’ PFU/ Poisson) d’un bassin de
200 m3 (120000 poissons) a permis de réduire chaque jour de 5% le taux de mortalité, durant
deux semaines. De plus, en aquaculture la thérapie par les phages présente plusieurs avantages
tels que : premiérement, la possibilit¢ d’isoler des phages lytiques directement des eaux
d'élevage ou une infection bactérienne spécifique prédomine. Deuxiemement, 1’apparition et
la persistance des phages dans les organes internes des poissons (ex. les reins) immediatement
aprés l'administration par voie orale ou dans I’eau et troisiémement la difficulté pour les
poissons de produire des anticorps neutralisant les phages, que ce soit dans des conditions
expérimentales ou naturelles, a I’inverse des mammiferes (Nakai et Park, 2002).

Dans les élevages européens, apres l'interdiction des antibiotiques utilisés comme stimulateurs
de croissance, l'intérét pour les bactériophages s'est accru. Les essais de controle des agents
pathogénes de la truite arc-en-ciel et du saumon, en particulier Flavobacterium
psychrophilum, sont certainement a la pointe de la technologie en pisciculture dans les pays
nordiques. CUSTUS® YRS, un produit récemment approuvé pour la vente par une société
norveégienne, agit également comme auxiliaire technologique pour le contrble de Yersinia
ruckeri, un pathogene du saumon trés problématique en aquaculture (Christiansen et al.,
2014).

Un tres net intérét est également manifesté dans la filiére aviaire, qui repose sur des cocktails
contre Salmonella ou Clostridium perfringens commercialisés en Europe par Intralytix
(Wernicki et al., 2017).

Aux Etats-Unis, on trouve un produit, le Staphage Lysate (SPL)®, commercialisé par les
laboratoires Delmont, indiqué dans le traitement de la dermite du chien a Staphylococcus
intermedius (Dublanchet, 2017a).

8.3.3 Utilisation en agro-alimentaire
Dans lindustrie agro-alimentaire, les bactériophages completent I'arsenal des outils de

contrble de la sécurité alimentaire. Ils aident a limiter la croissance des agents pathogénes lors
de la transformation et/ou sur les surfaces en contact avec les aliments.

Le meilleur exemple est Listeria monocytogenes, qui a une haute priorité dans les industries
alimentaires des produits laitiers, de la viande et du poisson (Hagens et Loessner, 2014).
Depuis (2007), deux cocktails de bactériophages anti-listeria sont disponibles et ont bénéficié
d'une approbation conjointe par les autorités sanitaires américaines (FDA), canadiennes
(Environmental Protection Agency [EPA]) et plus tard I'Autorité sanitaire européenne
(European Food Safety Authority [EFSA]) (Carter et al., 2012).
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Ces produits (ListShieldTM, société Intralytix et PhageGuard Listex TM, société Micreos
Food Safety) (Figure 26) sont actuellement implémentés par les grands groupes
agroalimentaires dans les processus de production et le conditionnement d'aliments a risque,
lorsqu'ils participent a la maitrise du risque de contamination. Ces produits sont utilisés
comme aide technologique, en plus des bonnes pratiques de fabrication et d'hygiene. En
Europe, il n'existe toujours pas de position officielle unifiée, mais néanmoins les ministeres de
la santé danois et suisse ont émis un avis officiel autorisant l'utilisation de la préparation
ListexP100 comme additif dans la production alimentaire (Carter et al., 2012).

Sur le méme principe, la société Intralytix fabrique également le produit Eco-Shield autorisé
aux Etats-Unis et au Canada (FDA, 2010), ciblant Escherichia coli 0157 :H7 responsable de
colites hemorragiques graves (Carter et al., 2012).

Enfin, il convient de mentionner la dynamique des travaux en cours dans le contr6le d'autres
agents pathogenes d'origine alimentaire tels que les salmonelles, les shigelles et les espéeces de
Campylobacter jejuni. Cependant, l'interaction entre bactériophages et bactéries dans les
plateformes d'aliments traités (dont la complexité physico-chimique peut étre trés variable
selon I'aliment considéré) est un paramétre important a prendre en compte : certaines matrices
immobilisent les phages apres insertion, limitant ainsi leur activité contre les pathogénes en
cas de réinfection (Del Rio et al., 2019).

Ces points ont notamment été soulignés par I'Agence nationale de sécurité sanitaire de
I’alimentation, de I’environnement et de travail (ANSES) dans une introduction en 2014
(2013-SA-0111). Dans les industries agroalimentaires, les travaux s’élargissent aujourd’hui
au biocontrole par les bactériophages des flores indésirables responsables de la production
d’amines biogeénes (Del Rio et al., 2019) ou déviations organoleptiques pendant la
fermentation. On s'attend donc a ce que les bactériophages dégradent la flore productrice de
bioamines, voire la flore d'altération dans les industries laitieres et viticoles (Jgrgensen et al.,
2013 ; Ladero et al., 2016 ; Philippe et al., 2017 ; Philippe et al., 2018).
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Figure 26: Exemples de deux produits commerciaux pour des applications

agroalimentaires ciblant Listeria monocytogenes (Ansaldi et al., 2018).
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Conclusion

Au terme de ce travail, il ressort que 1’utilisation de la phagothérapie est prometteuse et
apporte de véritables solutions surtout face a des bactéries multirésistantes. A I’heur actuel
nous ne pouvons pas se passer complétement des antibiotiques mais 1’association de ces
molécules aux phages pourrait avoir un effet synergique contre les maladies infectieuses. Cet

effet peut s’¢largir pour atteindre la forme sessile des bactéries.

Outre I’amplification de 1’efficacité de la combinaison antibiotiques-phages cette derniére

préserve les molécules antibiotiques disponible du phénomeéne de résistance.

La résistance aux phages peut dans certaines situations restaurer la sensibilité aux

antibiotiques ou diminuer la virulence des bacteéries.
L’utilisation de la phagothérapie présente un certain nombre d’avantages :

Toxicité sélective ; Accessibilité dans 1’environnement ; Action bactéricide ; Faible codt de

production ; Peu d’effets secondaire.

Bien que la résistance des bactéries aux phages soit une réalité, les phages ne restent pas figés

et développent de nouvelles stratégies pour contourner les défenses de 1’hote

L’ensemble de ces données nous incite a ¢laborer une stratégie nationale spécifique a

I’utilisation des phages. Ainsi certaines actions sont fortement recommandées :
Création de laboratoires dédiés a la recherche sur les phages.

Adaptation de la réglementation nationale sur I’application de la phagothérapie
Production en Algérie de phages et création d’un souchier nationale.
Vulgarisation I’utilisation de la phagothérapie dans nos hdpitaux.

Sensibilisation et formation de I’ensemble des acteurs de la santé (Cliniciens, administrateurs,
microbiologistes) a 1’existence de la phagothérapie comme moyen de lutte contre les maladies

infectieuses.

Utilisation des phages spécialement contre les bactéries responsables d’échec thérapeutique.
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Conclusion

En perspectives de ce travail il serait fort intéressant d’explorer les produits a base des
protéines de phages, et de chercher des solutions sur mesure permettant la production par les
techniques de génie génétique.
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Résumé : la phagothérapie contre les infections aux bactéries multirésistantes

La phagothérapie utilise des bactériophages, un virus spécifique et n'infecte que les bactéries
hotes, pour traiter ou prévenir les infections bactériennes. Les bactériophages, ennemis
naturels des bactéries, sont présents dans de nombreux micro-écosystémes, ou ils jouent un
réle important et sont encore partiellement connus. De plus, par leur pouvoir bactéricide, ils
présentent d'autres propriétés intéressantes qui pourraient faire I'objet d'applications futures.
Utilisés depuis de nombreuses années en biologie moléculaire, les phages sont aujourd'hui
utilisés dans l'industrie agroalimentaire et I'agriculture. En médecine humaine, cependant, la
phagothérapie n'est actuellement pas autorisée car a été progressivement abandonnée apres la
seconde guerre mondiale, Avec la découverte des antibiotiques, la phagothérapie n'a continué
a étre utilisée que dans les pays de I'ex-Union soviétique. La résistance aux antibiotiques, la
pénurie de nouveaux antibiotiques et l'augmentation du nombre de patients en impasse
thérapeutique ont conduit au retour de la phagothérapie comme alternative ou complément
aux antibiotiques. Actuellement nous assistons a un regain d’importance en matiére de
publications scientifiques sur ce sujet. Les chercheurs et les entreprises s'intéressent a
nouveau a la phagothérapie, et plusieurs essais cliniques ont été mis en place, ces derniéres
années pour recueillir des informations fiables sur la phagothérapie. L'enjeu de ces essais est
de répondre a de nombreuses questions sur la fabrication, le contréle, la qualité des
médicaments, I'efficacite, la sécurité ou le mode d'administration des phages pour enfin rendre

le traitement accessible aux patients

Mots cles : Bactériophages - Phagothérapie - Antibiotique - Infections - Bactérie -

Résistances.
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Abstract: phage therapy against infections with multidrug-resistant bacteria

Phage therapy uses bacteriophages, a specific virus and only infects host bacteria, to treat or
prevent bacterial infections. Bacteriophages, natural enemies of bacteria, are present in many
micro-ecosystems, where they play an important role and are still partially known. Moreover,
through their bactericidal power, they have other interesting properties which could be the
subject of future applications. Used for many years in molecular biology, phages are now
used in the food industry and agriculture. In human medicine, however, phage therapy is
currently not permitted as it was gradually abandoned after the Second World War. With the
discovery of antibiotics, phage therapy continued to be used only in the countries of the
former Union Soviet. Antibiotic resistance, the shortage of new antibiotics and the increase in
the number of patients in therapeutic impasse have led to the return of phage therapy as an
alternative or complement to antibiotics. Currently we are witnessing a resurgence in
scientific publications on this subject. Researchers and companies are once again interested in
phage therapy, and several clinical trials have been set up in recent years to gather reliable
information on phage therapy. The challenge of these trials is to answer many questions about
the manufacture, control, quality of drugs, efficacy, safety or mode of administration of

phages to finally make the treatment accessible to patients.

Keywords: Bacteriophages — Phagotherapy — Antibiotic — Infections — Bacteria — Resistance
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Résumé : la phagothérapie contre les infections aux bactéries multirésistantes

La phagothérapie utilise des bactériophages, un virus spécifique et n'infecte que les bactéries hétes, pour traiter
ou prévenir les infections bactériennes. Les bactériophages, ennemis naturels des bactéries, sont présents dans de
nombreux micro-écosystémes, ou ils jouent un réle important et sont encore partiellement connus. De plus, par
leur pouvoir bactéricide, ils présentent d'autres propriétés intéressantes qui pourraient faire I'objet d'applications
futures. Utilisés depuis de nombreuses années en biologie moléculaire, les phages sont aujourd'hui utilisés dans
I'industrie agroalimentaire et lI'agriculture. En médecine humaine, cependant, la phagothérapie n'est actuellement
pas autorisée car a été progressivement abandonnée aprés la seconde guerre mondiale, Avec la découverte des
antibiotiques, la phagothérapie n'a continué a étre utilisée que dans les pays de I'ex-Union soviétique. La
résistance aux antibiotiques, la pénurie de nouveaux antibiotiques et l'augmentation du nombre de patients en
impasse thérapeutique ont conduit au retour de la phagothérapie comme alternative ou complément aux
antibiotiques. Actuellement nous assistons a un regain d’importance en matiére de publications scientifiques sur
ce sujet. Les chercheurs et les entreprises s'intéressent a nouveau a la phagothérapie, et plusieurs essais cliniques
ont été mis en place, ces dernieres années pour recueillir des informations fiables sur la phagothérapie. L'enjeu
de ces essais est de répondre a de nombreuses questions sur la fabrication, le contrdle, la qualité des
médicaments, l'efficacité, la sécurité ou le mode d'administration des phages pour enfin rendre le traitement
accessible aux patients

Mots clés : Bactériophages - Phagothérapie - Antibiotique - Infections - Bactérie - Résistances.
Abstract: phage therapy against infections with multidrug-resistant bacteria

Phage therapy uses bacteriophages, a specific virus and only infects host bacteria, to treat or prevent bacterial
infections. Bacteriophages, natural enemies of bacteria, are present in many micro-ecosystems, where they play
an important role and are still partially known. Moreover, through their bactericidal power, they have other
interesting properties which could be the subject of future applications. Used for many years in molecular
biology, phages are now used in the food industry and agriculture. In human medicine, however, phage therapy
is currently not permitted as it was gradually abandoned after the Second World War. With the discovery of
antibiotics, phage therapy continued to be used only in the countries of the former Union Soviet. Antibiotic
resistance, the shortage of new antibiotics and the increase in the number of patients in therapeutic impasse have
led to the return of phage therapy as an alternative or complement to antibiotics. Currently we are witnessing a
resurgence in scientific publications on this subject. Researchers and companies are once again interested in
phage therapy, and several clinical trials have been set up in recent years to gather reliable information on phage
therapy. The challenge of these trials is to answer many questions about the manufacture, control, quality of
drugs, efficacy, safety or mode of administration of phages to finally make the treatment accessible to patients.
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