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Introduction

L'antibiorésistance est un phénoméne aussi ancien que les anti-bactériens de par
I'existence de mécanismes innés tels que des enzymes de dégradation ou une absence
de cible cellulaire chez certaines espéces de bactéries.

A ces mécanismes innés s’ajoutent des mécanismes acquis apparus par I'acquisition de
plasmides hébergeant des genes de résistance ainsi qu'une sélection de souches
mutantes résistantes, sélections appuyées notamment par ['utilisation a grande échelle
d’antibiotiques, notamment en usage préventif dans I'élevage ou en thérapie probabiliste
sans vérification préalable d’une étiologie bactérienne.

En 2017, le Center for Disease Control (organisme américain de recherche en santé
publique) imputait a I'antibiorésistance quelques 25,000 décés et 2,5 millions de journées
d’hospitalisation supplémentaires en Europe (CDC Global Health 2019).

En France, c’est quelques 158 000 cas d’infections a bactéries multirésistantes qui
furent rapportés en 2012, avec une estimation de plus de 12 000 décés (Dufour et
Debarbieux 2017).

L'Organisation Mondiale de la Santé a récemment inclus la résistance aux agents
antimicrobiens dans les dix principaux risques pour la santé a I'’échelle mondiale, citant
notamment le cas de la tuberculose multirésistante ayant affecté prés de 500 000
personnes en 2017 (OMS 2019).

Malgré l'édition de recommandations au niveau national (HAS 2020) et international
(« Antibiotic Resistance », OMS 2020) sur le bon usage des antibiotiques, I'emploi
d’associations inefficaces voir contre-productives pouvant favoriser 'émergence de
bactéries multi-résistantes (Chicoine 1966) et le strict contingentement des antibiotiques
ayant le moins de résistances connues a une utilisation en milieu hospitalier et en dernier
recours tendent a favoriser un épuisement des alternatives thérapeutiques en la matiere,
aggravé par un ralentissement de la recherche en la matiére du fait d’'un faible retour
economique et de la diminution des pistes de développement envisageables.

La phagothérapie consiste en 'emploi de virus dits « bactériophages » ayant pour héte
des espéces bactériennes a des fins préventives ou curatives. Ces phages sont
généralement sélectionnés pour leur affinité a 'égard des bactéries pathogenes visées.

La phagothérapie n’est pas une thérapie nouvelle : ses fondements remontent a la fin
du XIXe siécle avec lidentification de solutions disposant de propriétés bactéricides.
Réellement employée dans les années 20-30, elle tombe en désuétude en Europe de
'ouest avec l'avénement des antibiotiques modernes, plus faciles a produire et a
employer.

L'usage de la phagothérapie réapparait dans la seconde moitié du XXe siécle en
Europe de I'Est et en Russie du fait de son efficacité et de son accessibilité par rapport
aux antibiotiques de synthése, alors difficiles a obtenir dans les pays du bloc soviétique.
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Son emploi dans cette partie du monde s’est maintenu et développé au cours des
derniéres décennies, notamment en Géorgie ou l'institut George Eliva continu activement
a enrichir les connaissances et les perspectives d’applications de ces bactériophages, et
son recours y est plus fréquent que dans les pays de I'Ouest ou elle demeure
actuellement extrémement confidentielle et soumise a des conditions d’utilisation qui
releve de la recherche clinique, bien qu’'un nombre grandissant d’essais soient menés
dans le cadre de collaborations internationales (Chanishvili 2012).

En 2016, une conférence portant sur la possibilité de remettre en valeur les
bactériophages et leurs différentes applications a identifi€ parmi les causes du manque
d’acceptation de la phagothérapie un manque de recherche et d’essais cliniques fiables
sur le sujet ainsi qu'un manque de communication aux professionnels de la santé des
informations disponibles et une législation mal adaptée a la nature particuliére des
produits employés (« Silk Route to the Acceptance and Re-Implementation of
Bacteriophage Therapy » 2016).

L'objectif de notre travail est de déterminer la place de la phagothérapie dans la prise
en charge des infections a bactéries résistantes aux antibiotiques, quelle soit seule ou
associée a des agents antibactériens.
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l. Avantages et inconvénients des
bactériophages

Observés, identifiés et répertoriés depuis le début du XXe siécle, les bactériophages
furent employés pendant des décennies comme alternative aux antibiotiques pour les
caractéristiques propres et pour pallier aux déficiences de ces derniers. Leur usage est
aujourd’hui de plus en plus répandu dans le domaine de la recherche scientifique, de la
meédecine mais aussi de l'industrie en raison de leur multiples avantages [Figure 1].

La phagothérapie conventionnelle consiste a I'emploi de phages lytiques isolés d'une
source environnementale (par opposition a un souche de phage obtenue par modification
génétique ou sélection maitrisée) a des fins de traitement d'une infection bactérienne en
cours.

La modification de phages, comme par exemple par substitution d'un acide aminé dans
la structure de la capside, permettrait d'augmenter la capacité de dissémination des
virions, bien que certaines modifications s'accompagnent d'une diminution de la virulence
des souches concernées. La modification de la cible cellulaire de certains phages leur
permettrait d'affecter une plus grandes variétés de souches bactériennes de par la
sélection d'une cible bactérienne sous la forme d'un constituant commun a plusieurs
souches. Enfin, l'inactivation ou la modification de géne viraux responsables de la lyse de
la cellule-héte permettrait de réduire les effets secondaires indésirables liés au relargage
de toxines bactériennes. Les phages ainsi modifiés et devenus non lytiques induirait une
apoptose.

La théorie sous-tendant I'emploi de bactériophages comme "désinfectant de surface"
résulte de la capacité des phages a augmenter la susceptibilité des bactéries vis-a-vis des
agents antibactériens, qu'il s'agisse d'antibiotiques ou d'antiseptiques. Outre une action
directe, les phages permettrait de faciliter la prise en charge des infections nosocomiales
en milieu hospitalier en diminuant [l'importance des populations de bactéries
antibiorésistantes. De plus, la capacité de certains phages a désorganiser les biofilms
bactériens ou a produire des enzymes affectant la structure de la paroi cellulaire de
bactéries Gram+ participerait a cette action préventive.

Certaines souches de phages possédent des endolysines affectant les peptidoglycanes
de la paroi cellulaire des bactéries Gram+. Ces enzymes présentent plusieurs propriétés
intéressantes en tant qu'agents thérapeutiques : elles sont hautement spécifiques, a
l'image des bactériophages dont elles sont issues, elles peuvent agir sans délai
contrairement aux phages qui nécessitent un temps de latence lié aux cycles de
réplications et I'emploi de lysines ayant des cibles différentes aboutit a un effet synergique.
De plus, aucune résistance ne semble avoir été découverte et de par leur nature, les
enzymes ne présentent pas de risque de transmission accidentelle de matériel génétique
entre bactéries. En revanche, la présence chez les bactéries Gram- d'une membrane
cellulaire empéchant le contact direct de ces enzymes avec la paroi cellulaire réduit
significativement I'utilité de ces produits envers les bactéries Gram-.

L'emploi de phages dépendant des plasmides de conjugaison comme cible cellulaire
pour l'infection des bactéries-hétes permettraient de réduire la fréquence de transfert de
plasmides contenant des génes codant pour des éléments de résistances vis-a-vis des
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antibiotiques, soit en exercant une pression de sélection en faveur des bactéries
dépourvues des plasmides en question, soit en perturbant le mécanisme de transfert lui-
méme en employant des phages dont la cible serait un élément de surface codé par un
géne présent dans le plasmide de conjugaison (Ojala, Laitalainen, et Jalasvuori 2013).

L'analyse métagénomique de phages prélevés chez des individus humains sains ou
atteints d'infections ont permis de mettre en évidence une importante diversité ainsi que la
présence de phages capables d'infecter des souches bactériennes opportunistes
présentent naturellement au sein de la flore. Ces phages pourraient jouer un réle dans la
prévention d'infections en régulant la population des-dites bactéries opportunistes.
Plusieurs études ont ainsi montré une disparité en terme de prépondérance des phages
concernés chez des sujets sains et chez des sujets atteints d'infections.

Renversement de I'antibiorésistance
Phagothérapie conventionnelle

Phages modifiés Phages comme désinfectants de surface
Traitement par enzymes phagiques (ex : endolysines)
Suppression du transfert horizontal de géne

Usage combiné de phages et d’antibiotiques par emploi de phages dépendant
des plasmides de conjugaison

Traitement direct par phagothérapie Prévention par 'emploi de phages

Isolation et identification de nouveaux phages
Analyse métagénomique de populations de phages
présentent chez 'Humain

Exploration de la relation phage — bactérie
chez 'Humain

Analyse comparative des populations phagiques
chez des individus sains et des individus malades

Exploration de la diversité
et de I'écologie des phages

Figure 1: Connexions envisagées entre les applications des phages et la recherche.
(Viertel, Ritter, et Horz 2014)
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1. Biologie des phages

1.1. Caractéristiques morphologiques et diversité

Les bactériophages (souvent simplement nommés « phages ») sont un ensemble de
virus ciblant les bactéries. La diversité de ces dernieres est telle que les différentes
souches de bactériophages sont bien plus nombreuses que les espéces virales infectant
les organismes eucaryotes.

Comme tout virus, les bactériophages sont composés d’'une capside renfermant le
matériel génétique du virus ainsi que des protéines telles que les intégrases nécessaires a
I'inclusion du matériel génétique du virus dans le génome de la cellule-héte. Cette capside
comporte également des éléments de surface permettant la reconnaissance et la fixation
voire l'intégration du virion dans la cellule-cible.

Les phages peuvent étre répartis en 13 familles en fonction de la nature de leur
génome [Figure 2] : ADN ou ARN, simple ou double brin, linéaire ou circulaire, positif ou
négatif (pour les virus a ADN simple brin), mais également en fonction de la configuration
de leur capside, de la présence ou non d’'une enveloppe et/ou de lipides (Dublanchet et
Patey 2011).

dsDNA ssDNA

Q0o

Podoviridao Corticoviridas 'recuvmda,

Myoviridae —— -
Siphoviridae
Lipothrixviridae
: £
.
Rudiviridae
ssRNA
i ® (> ©
‘Globuloviridae’ Plasmavirldao Lavividdae
Q dsRNA
Guttaviridae ‘Blcaudaviridae' Fuselloviridae Salterprovirus PR ovirdes

Figure 2: Apergu des principales familles de virus bactériophages (Dublanchet et Patey 2011)
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La configuration la plus connue parmi les phages est celle des Caudoviridae auxquels
appartient le bactériophage T4 infectant la bactérie Escherichia coli. Ces virus se
composent d’'une « téte » formée par la capside contenant le matériel génétique viral,
d’'une « queue » servant au transfert du matériel génétique viral a la bactérie-héte apreés
adhésion a celle-ci, de fibres de queue servant a la reconnaissance de la cellule-cible et
d’'une plaque basale pourvue d’épines servant a fixer la particule virale a la membrane
plasmique de la bactérie [Figure 3].

Figure 3: Structure du bactériophage T4. 1 :
téte, 2 : queue, 3 : acide nucléique, 4 : capside,
5 : collier, 6 : gaine, 7 : fibres de queue, 8 :
épines, 9 : plaque basale

(Dufour et Debarbieux 2017)
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1.2. Mécanismes infectieux

En ce qui concerne le comportement infectieux des bactériophages, deux modalités ont
eté a ce jour répertoriées : le cycle lytique et le cycle lysogénique [Figure 4].

A © A O
:L ;—Eﬂ]@@

o inhy = O

- & -e AN 2

'y g e i
L 2 T

5 | =
aes 2

— VP’ — QP

Cycle lytique Cycle lysogénique

< Chromosome bactérien Cellule \ Génome viral
Q Bactériophage bactérienne = Division cellulaire

Figure 4: Cycles infectieux des phages virulents et tempérés.
L'injection du génome du phage virulent (partie gauche) signe le point
de départ de la subversion de la bactérie par les génes du phage
menant a la production de nouveaux virions qui seront dispersés lors
de la lyse de la cellule. L'injection du génome du phage tempéré
(partie droite) s'accompagne parfois d'une intégration dans le
chromosome conduisant a l'atténuation de I'expression des genes du
phage. Sous l'effet d'un stress, le génome du phage peut reprendre le
cours d'une infection lytique (partie gauche et permettre la production
de nouveaux virions qui seront dispersés lors de la lyse de la cellule.
(Dufour et Debarbieux 2017)

Lors de linfection, le matériel génétique viral va étre injecté dans le cytoplasme
bactérien puis soit intégré au chromosome bactérien (aprés une éventuelle étape de
transcription inverse pour les virus a ARN), soit assemblé sous forme de virions, particules
virales infectantes.

Le matériel génétique du virus est par la suite répliqué par la bactérie-héte et de
nouvelles capsides sont synthétisées.

Les phages lytiques infectent la cellule-h6te en vue d’'une production de virions et cette
infection aboutit invariablement a la mort de la cellule-héte par éclatement permettant la
libération des nouvelles particules virales. L'expression des génes viraux primordiaux et la
synthése protéique initiale se font au détriment de fonctions natives de la cellule-h6te
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bactérienne, dont les structures sont alors mises au service de la production des éléments
constitutifs des nouveaux virions (Skurnik et Strauch 2006).

La durée moyenne d’'un cycle lytique peut varier de 30 minutes a 90 minutes et est
dépendante du virus et de la bactérie infectée. Lorsque cette durée est inférieure a la
durée du cycle de réplication bactérienne, le virus est capable de réduire activement la
population bactérienne (Ravat, Jault, et Gabard 2015).

Les phages tempérés sont capables d’'induire la production de virions avec ou sans
apoptose in fine de la cellule-h6te. Ces phages peuvent également maintenir la production
de virions en dormance aprés intégration de leur génome dans celui de la cellule-héte,
dans le chromosome de cette derniére ou sous forme de plasmide, cette dormance
prenant fin aprés induction de la production de virions par laction de facteurs
environnementaux (par exemple un état de stress pour la cellule-héte ou une activation
des mécanismes de réparation du matériel génétique de celle-ci). Lintroduction de
materiel génétique de phages tempérés en dormance dans le génome des cellules-hotes
(prenant alors le nom de prophage) peut conférer a celles-ci certaines propriétés, I'un des
exemples les plus connus étant la production de toxine par certaines souches de la
bactérie Vibrio cholerae, facteur de virulence responsable du cholera (Skurnik et Strauch
2006). Le cycle infectieux des phages tempérés est qualifié de lysogénique.

L'infection par des phages filamenteux est quant a elle exclusivement non-lytique. Les
phages filamenteux infectent des espéces bactériennes Gram négatif présentant des pili ,
excroissances cellulaires terminales permettant 'adhésion des cellules bactériennes a des
supports ou cellules-hétes. Ces phages se caractérisent également par la modification de
la structure de la bactérie-hbte : I'apparition chez celle-ci d’excroissances de la membrane
cytoplasmique permet d’augmenter la surface de libération de nouvelles particules virales
mais peut également augmenter le caractere pathogene des cellules-hotes (Krylov 2014).
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2. Les avantages de la phagothérapie

2.1. Une approche thérapeutique différente

La phagothérapie est, par sa nature et ses mécanismes d’action, totalement
différente de I'antibiothérapie. Ceci a donc deux conséquences : il n'y a pas d’effet de
compeétition connu entre phages et antibiotiques et il n’existe pas non plus de résistance
croisée entre ces deux éléments.

Une autre caractéristique des bactériophages ayant une utilité dans I'approche
thérapeutique est la capacité de réplication des phages : ceux-ci peuvent théoriquement
demeurer aussi longtemps qu’il leur sera possible d’infecter de nouvelles bactéries pour
perpétuer leur cycle, ce qui signifie qu'une petite dose administrée peut théoriquement
suffire a mettre en place et maintenir I'action thérapeutique, qu’il n’est pas nécessaire de
procéder a plusieurs administrations pour un méme traitement et que le phénoméne peut
s’auto-entretenir aussi longtemps que nécessaire pour réduire l'infection. Ceci présente
des avantages économiques (moindre coldt par rapport a un schéma complet
d’antibiothérapie injectable) et technique (plus de simplicité a I'administration dans la
plupart des cas pour les soignants, plus de confort pour les patients).

2.2. Une thérapie ciblée, ubiquitaire et adaptative

L'une des grandes forces de la phagothérapie réside dans la trés grande sélectivité
des souches virales : chacune d’elle cible exclusivement une espéce voire une souche
particuliere de bactérie, bien que certains phages soient capables de cibler un grand
nombre de souches (le phage ®812 peut infecter plusieurs centaines de souches de
Staphylococcus aureus) (PantuCek et al. 1998). Ceci permet donc de limiter les
répercussions collatérales pour le microbiote et, par conséquent, de limiter les effets
secondaires digestifs et les infections opportunistes (notamment fongiques) fréquentes
lors de traitement par des antibiotiques a large spectre.

Ciblée, la phagothérapie I'est aussi sur le plan de la localisation dans I'organisme :
si les phages sont théoriqguement capables, de par leur petite taille, de diffuser dans
I'ensemble du corps (certains pouvant méme franchir la barriére hémato-encéphalique), la
nécessité pour les virus de disposer de cellules-hétes pour garantir leur survie et leur
multiplication engendre une concentration des particules virales au site de I'infection visée,
la ou demeure I'agent pathogéne (Wittebole, De Roock, et Opal 2014).

Une des autres caractéristiques fondamentales des phages est leur co-évolution et

leur coexistence avec leurs hotes bactériens : les phages sont présents la ou se trouvent
les bactéries ciblées.
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Ainsi, il est possible d’isoler des phages a partir d’échantillons de sol ou d’eau
prélevés dans la nature ou méme dans I'environnement humain, par exemple dans les
eaux usées (Krylov 2014).

Par ailleurs, ceci signifie qu’il existe virtuellement une ou plusieurs souches virales
pour chaque espéce bactérienne, y compris pour les bactéries résistantes aux
antibiotiques.

Ceci est particulierement intéressant dans la mesure ou le développement de nouvelles
souches virales ne repose pas sur la base classique du développement pharmacologique
actuel consistant a créer une molécule a partir de I'analyse de la cible envisagée mais
simplement sur la sélection naturelle d’'une souche par exposition d’'un échantillon prélevé
a une culture de la bactérie ciblée.

L'une des grandes forces des phages par rapport aux antibiotiques est qu’il s’agit
d’agents vivants, ainsi les phages subissent la méme pression de sélection que leur
cellules-hétes, ce qui leur permet de contourner les problémes de modification des cibles
cellulaires.

Un avantage de plus de la phagothérapie réside dans I'auto-entretien du phénoméne :
tant que le nombre de cellules-hétes est suffisant, les virus continuent leur cycle de
réplication. L'étude de Wright et al. a ainsi démontrée une augmentation par un facteur
200 de la concentration en bactériophages in vivo dans les échantillons récupérés sur les
sujets par rapport a la quantité d’agent viral initialement administrée, indiquant la
possibilité que la multiplication virale ait pu étre encore plus importante.

Enfin, une meilleure connaissance du fonctionnement des phages et de leur propriétés
intrinséques a permis lintroduction de phages génétiqguement modifiés capables, par
exemple, d’introduire un géne codant pour des protéines affectant négativement la cellule-
héte, comme cela fut le cas avec une souche de phages affectant la bactérie
Pseudomonas aeruginosa et ayant subit une mutation génétique introduisant un géne
codant pour une enzyme de restriction aboutissant a la destruction du génome
bactérien(Skurnik et Strauch 2006).

2.3. Une thérapie slre

Outre le fait que les phages ciblent exclusivement une espéce voir une souche
bactérienne, les bactériophages n'ont pas d’effets connus sur les cellules constitutives de
'organisme, notamment les cellules du systeme immunitaire. Couplée a Il'absence
d'impact sur les flores symbiotiques participant a la défense de I'organisme contre les
pathogénes extérieurs comme la flore digestive ou la flore génitale, cette caractéristique
réduirait fortement le risque de développement d’infections par des pathogénes
opportunistes en cours de traitement, effet indésirable fréquemment associé a
I'antibiothérapie.

Une étude clinique menée en Grande-Bretagne auprés de patients atteint d’'une forme
chronique d’otite externe a Pseudomonas aeruginosa (Wright et al. 2009) indique ainsi
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que seule la moitié des patients traités ont signalé un effet indésirable (El) au cours du
traitement, que les effets indésirables étaient d'importance modérée (essentiellement des
céphalées, des troubles digestifs bénins et des otalgies), spontanément résolutifs en cours
de traitement (a I'exception de deux d’entre eux) et qu’aucun n’a pu étre imputé avec
certitude au traitement administré [Tableau .

Tableau I: Fréquence des effets indésirables rapportés au cours du traitement par
phagothérapie d'une otite chronique (Wright et al. 2009)

Groupe de traitement
Phagothérapie Placebo Total
Nombre de patients 12 12 24
Nombre de patients ayant 6 5 11
rapporté au moins un effet
indésirable
Taux de survenue d’effets 50 % 42 % 46 %
indésirables par groupe de
traitement
Nombre d’effets indésirables 13 13 26
rapportés

Une étude menée au Bangladesh a évalué la sécurité de la phagothérapie administrée
par voie orale a 15 volontaires sains d’'un cocktail de 9 phages recueillis a partir
d’échantillons de selles prélevés chez des enfants sains ainsi que de enfants atteints de
diarrhées mais également a partir d’échantillons d’eaux usées et d’eaux courantes venant
du Bangladesh et de Suisse (Sarker et al. 2012).

Ces 9 souches de phages furent sélectionnées sur la base de leur action sur des
sérotypes de la bactérie E. coli fréquemment associés a des diarrhées infantiles.

Les 15 volontaires furent répartis en trois groupes recevant, successivement et dans un
ordre aléatoire pour chaque groupe, une dose importante de phages (3 x 10° UFP), une
dose plus modeste (3 x 10" UFP) et un produit placebo. Ainsi, cette étude de type croisée
ne présentait pas de groupe contrdle a proprement parler mais analysait en fait I'impact de
'administration de phages sur 'état de santé de chaque sujet. Les auteurs ont néanmoins
reconnu que ce schéma expérimental présentait des risques de déformation des résultats
de par la susceptibilité vis-a-vis d’effets a apparition retardée.

L'impact sur 'organisme de I'administration de ce cocktail de phages fut évalué sur la
base d’analyses biologiques (analyses hématologiques, analyses de marqueurs
biochimiques, suivi de la fonction rénale), d’analyses cliniques et de signalements
spontanés par les patients. Par ailleurs, la quantité excrétée de phages dans les selles fut
suivie.

Une quantité de phages supérieure a celle administrée n’a été découverte que dans un
seul échantillon de selles, la plupart montrant une quantité inférieure a 1 % de la quantité
initiale. Ceci a été attribué au milieu stomacal dont le contenu acide dégrade les phages.
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Afin d’évaluer I'impact des phages administrés par voie orale sur la flore digestive des
individus, une analyse de la diversité génomique fut effectuée par amplification de 'ADN
bactérien isolé a partir d’échantillons de selles prélevés avant et aprés administration des
phages aux volontaires. Les résultats obtenus en terme de diversité se révélérent
significativement variables d’'un sujet a l'autre. Si des changements furent observés, ceci
le furent a la fois au sein du groupe test et du groupe placebo. De plus, les auteurs
insistent sur le fait que ces variations ne suivaient aucun modeéle reproductible et que, par
conséquent, 'administration de phages par voie orale ne pouvait étre mise en cause en
cas de diminution d’'une population d’entérobactéries in vivo.

Les auteurs reconnurent que I'évaluation de I'impact in vivo de l'administration de
phages sur la seule base d’analyse génomique est insuffisante et que les doses
administrées au cours de cette étude furent inférieures a celles habituellement employées
dans un contexte thérapeutique. En réponse a l'impact du milieu stomacal sur la
dégradation des phages, pouvant mener a une augmentation des doses a administrer
pour maintenir un effet thérapeutique aggravant notamment les problématiques d’accés a
cette thérapie dans certaines régions du monde, fut évoquée une solution consistant en la
co-administration de bicarbonate afin de réduire I'acidité gastrique et ainsi assurer une
meilleure survie des virus au cours du traitement, avec néanmoins l'inconvénient de la
perte de leffet de cette acidité dans la prévention du développement de certaines
infections digestives. Cette solution est déja appliquée en Russie et en Géorgie.

Une autre étude menée en 2015 s’est intéressée a la sécurité et a l'efficacité de
I'administration de préparations phagiques dans le traitement de diarrhées bactériennes
aigués infantiles (Sarker et al. 2016). Cette étude mis en paralléle deux cocktails de
phages dirigés contre E. coli (Microgen et Nestlé) et un placebo consistant en une solution
de réhydratation orale enrichie en zinc.

Apres analyses visant a exclure les sujets atteints de diarrhées d’origine virales, de
diarrhées avec complications généralisées, de malnutrition sévére, de malformations
significatives ou ayant déja regu un traitement antibiotique, 120 patients agés de 6 a 24
mois hospitalisés pour diarrhée bactérienne aigué furent recrutés puis répartis
équitablement entre les trois bras de traitement : placebo, solution de phages Microgen et
solution de phages Nestlé.

Chacun des trois groupes présentait des cas d’infection avérée a E. coli ainsi que des
cas négatifs pour cet agent pathogéne. Chaque patient s’est vu administrée une solution
de réhydratation orale afin de corriger les pertes liquidiennes

L'objectif primaire de cette étude fut la détermination de la sécurité de I'administration
par voie orale de produits phagiques par I'observation de critéres cliniques ainsi que le
suivi de différentes fonctions biologiques, notamment rénale, hépatique et hématologique.
Furent également analysés la quantité de phages et bactéries présents dans les selles.

L'efficacité du traitement par phagothérapie dans la prise en charge de diarrhées aigués
causées par E. coli fut calculée sur la base de la fréquence d’émission de selles, sur la
quantité de matiere fécale excrétée quotidiennement ainsi que sur la nécessité
d’administrer une solution de réhydratation orale. Une persistance de la diarrhée,
déterminée sur la base d’'une émission de selles liquides ou non moulées sur deux
périodes consécutives de 6 heures, au-dela d’une période de 5 jours fut considéré comme
un échec du traitement étudié et les patients concernés regurent un traitement standard.
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Sur la question de l'efficacité du traitement, les auteurs conclurent que toute différence
entre les résultats obtenus pour chaque groupe est non significative, y compris pour les
infections a E. coli avérées.

Les auteurs insistent sur le fait que I'atteinte de la muqueuse digestive dans un contexte
de diarrhée bactérienne pourrait faciliter le passage systémique de toxines relarguée lors
de la lyse induite par les phages. lls indiquent que I'absence d'une telle manifestation au
cours de cette étude peut étre attribuée a une absence de réplication des phages
employés corroborée par I'absence de différence observée du traitement sur la durée et
'importance de la diarrhée.

2.4. Une thérapie accessible

Beaucoup de phages employés dans la recherche, voire méme dans le domaine
thérapeutique sont isolés a partir d’échantillons d’eau et de terre issus de I'environnement
naturel. La possibilité d'obtenir des phages exploitables simplement par extraction,
isolement et purification rend cette technique particulierement intéressante dans les pays
ou laccés au soins et a des thérapies de pointe est rendu difficile par le contexte
économique et des infrastructures de recherches limitées.

2.5. Une thérapie aux possibilités multiples

Certaines enzymes d'origines virales ont démontré une action non seulement comme
agent facilitateur de l'infection virale, par exemple en dégradant les éléments constitutifs
de biofilms bactériens rendant ces derniers plus perméables non seulement aux phages
mais aussi aux antibiotiques, mais également comme agents bactéricides eux-mémes, a
I'image de la lysine PlyG agissant sur la bactérie Bacillus anthracis (Schuch, Nelson, et
Fischetti 2002)

Les bactériophages ont déja fait I'étude de recherches et d’essais en temps que
vecteurs vaccinaux(Bao et al. 2019). A cette fin, des bactériophages sont modifiés afin
d’'intégrer dans leur structure des antigénes de surface correspondant a des éléments
distinctifs d’agents pathogénes aussi bien viraux que bactériens mais aussi de porter dans
leur génome des génes spécifiques, devenant ainsi une forme de vaccin hybride. Plus
faciles a produire et plus slrs a employer que les pathogénes concernés eux-mémes, les
phages représentent un intermédiaire intéressant dans le processus de prévention. Des
études sont méme en cours afin d’employer ces méme phages comme base de vaccins
dirigés contre certaines formes de cancers par la présentation d’antigenes non présents a
la surface de cellules saines.

Plus faciles a manipuler, stocker et pouvant étre employés avec un risque moins
important que les phages eux-mémes, ces produits dérivés ont fait I'objet d'essais en
temps qu'agents de traitement des surfaces dans le contexte de la lutte contre les
infections nosocomiales en milieu hospitalier(Garcia-Cruz et al. 2023).
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3. Les inconvénients de la phagothérapie

3.1. Une thérapie restreinte

La trés grande sélectivité de chaque phage pour une espéce voire pour une souche
bien particuliére d’'une bactérie est a la fois un avantage et un inconvénient. En effet,
contrairement aux antibiotiques a large spectre, une souche de phage définie ne peut étre
employée pour traiter plusieurs infections a pathogénes différents et ne sont ainsi pas en
I'état une solution pour la prise en charge dans une optique probabiliste.

Cette caractéristique a deux conséquences : la nécessité d’'une analyse du pathogéne a
priori et I'élaboration de cocktails de phages.

L'analyse microbiologique avant traitement permet de déterminer le pathogéne
responsable de I'infection a traiter et donc la variété de phage a employer, l'inconvénient
étant que la plupart de ces analyses prennent a minima 24 a 48h, la phagothérapie n’est
donc pas adaptée dans ce cas a une utilisation en urgence ou dans le cas de bactéries
difficilement observables et/ou cultivables. La seconde conséquence est la difficulté de
mise en ceuvre pour des structures de soins ne disposant pas des moyens techniques et
humains nécessaires a ces analyses (Wittebole, De Roock, et Opal 2014).

Concernant I'élaboration des cocktails, ceux-ci permettent de palier a la trés grande
sélectivité des phages en associant des phages visant différentes souches d’'une méme
espéce bactérienne voire plusieurs espéces bactériennes responsables du méme type
d’infection. La difficulté réside ici dans la détermination des souches a inclure dans un
méme cocktail et la nécessité de modifier régulierement les mélanges en fonction de
'apparition de nouvelles souches bactériennes, impliquant un suivi épidémiologique
important.

3.2. Une thérapie sensible

Les phages, comme la majeure partie des virus, sont trés sensibles aux agents
chimiques et physiques.

La nécessité de conserver ces produits de fagon controlée, notamment sur le plan
thermique, limite leur possibilité d’emploi « sur le terrain » et nécessite le recours a des
professionnels formés pour leur administration. Néanmoins, de récentes évolutions
techniques ont permis la production de vecteurs assurant une certaine stabilité pour les
préparations phagiques, comme par exemple des hydrogels pouvant garantir une
concentration en phages sur 28 jours, ce qui facilite I'acces a ce type de traitement en
ambulatoire, notamment dans le traitement de brllures étendues a haut risque d’infection
(Kaur, Gondil, et Chhibber 2019).

Il est nécessaire de s’assurer que la phagothérapie est viable non seulement de par la
sensibilité intrinséque de I'agent bactérien visé mais également de par la capacité des
virus a survivre et de fonctionner efficacement in vivo. De méme qu’avec des agents
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chimiques ou physiques classiques, les différents organes d’un individu n’offrent pas la
méme compatibilité ni la méme perméabilité aux agents viraux (Skurnik et Strauch 2006).

Par ailleurs, une autre problématique soulevée par une étude publiée en 2003 est la
nécessité de bien comprendre les spécificités des bactériophages en temps qu'agents
thérapeutiques en terme de cinétique (Payne et Jansen 2003). En effet, une administration
trop précoce pourrait aboutir a une perte d'efficacité du traitement du fait d'une population
bactérienne insuffisante et/ou trop éparse pour permettre la mise en place d'une
réplication virale efficace. Il se pourrait ainsi que les phages soient éliminés avant d'avoir
pu un impact significatif. Néanmoins, cette problématique serait de moins grande
importance en usage thérapeutique normal dans la mesure ou l'emploi de la
phagothérapie surviendrait dans le contexte d'une infection bactérienne déja
symptomatique et assez avancée donc permettant de présumer d'une concentration
bactérienne suffisante pour assurer une subsistance des bactériophages.

3.3. Une thérapie aux répercussions mal connues

Si les virus sélectionnés pour étre employés en phagothérapie le sont normalement sur
la base de leur efficacité sur les souches bactériennes pathogénes mais aussi pour leur
innocuité vis-a-vis des espéces composant le microbiote humain, il est nécessaire de
garder a I'esprit qu'’il s’agit d’éléments assimilés au vivant, capables de muter et d’évoluer.
Il n'est donc pas exclu que certaines souches virales puissent subir des modifications
aprés administration les amenant a infecter des souches constitutives parfois
symbiotiques du microbiote appartenant a la méme espéce que lI'agent pathogéne visé,
I'exemple le plus important étant E. coli, espéce trés présente au niveau intestinal (surtout
chez les populations caucasiennes) mais dont certaines souches sont responsables
d’infections potentiellement graves (les souches d’antigéne capsulaire K1 d’E. coli sont
responsables de méningites néonatales).

De plus, malgré des travaux d’étude trés avancés en la matiére, certains génes viraux
ont encore aujourd’hui une fonction inconnue. L'emploi d’'une souche virale ne devrait
donc se faire qu'avec l'assurance que son génome ne code pas pour des éléments
potentiellement délétéeres pour la santé des patients.

La dimension relativement imprévisible du devenir des virions aprés administration
explique ainsi la réticence de certains états a encourager voir a autoriser 'emploi de la
phagothérapie.

Par contraste, la plupart des antibiotiques sont assez anciens, leur mécanisme d’action,
leurs effets indésirables et les précautions d’emploi qui en découlent sont bien connus et
longuement étudiés et leur nature strictement chimique exclue toute possibilité d’'une
modification inenvisagée au sein de I'organisme.
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Un autre probleme soulevé est le risque d’intégration de génes bactériens de
résistances aux antibiotiques dans le génome viral lors de la réplication du matériel
génétique et, par conséquent, le risque de diffusion de ces genes.

Cette transduction (transfert de matériel génétique d’'une cellule a une autre par un
intermédiaire phagique) peut avoir lieu selon deux mécanismes différents : la transduction
généralisée et la transduction spécialisée (Torres-Barcel6 2018b). La transduction
généralisée survient lorsqu’'une partie du génome bactérien est accidentellement
encapsidée en lieu et place du matériel génétique viral, notamment lors de la lyse de la
bactérie-h6te. Comme le matériel génétique bactérien est contenu dans une particule
virale fonctionnelle, celle-ci peut trés bien infecter une nouvelle bactérie et ainsi transférer
ce matérielle génétique a une nouvelle bactérie-h6te. La transduction spécialisée survient
lorsque, au moment de la réplication et de I'excision de I'ADN viral intégré au génome
bactérien, une partie de ce dernier est accidentellement emporté et sera par conséquent
intégré au génome d’une nouvelle bactérie-hbte aprés infection.

Le risque de transfert de géne de résistance aux antibiotiques semble toutefois trés
faible, notamment du fait que les génes codants pour des éléments de résistances aux
antibiotiques sont rarement situés dans les zones du génome ou sont intégrés les génes
viraux. Une estimation fait état d’'un fréquence de transduction de 10 transduction par
Unité Formant Colonie (UFC), avec une variabilit¢é de 10" a 10® transduction par UFC
(Mazaheri Nezhad Fard, Barton, et Heuzenroeder 2011) selon les espéces bactériennes
étudiées. Cette estimation a néanmoins été faite sur la base d’observations en milieu
contrélé et la fréquence peut étre plus ou moins élevée dans la nature.

Si une solution évidente pour prévenir ce risque pourrait étre le recours a un
séquengage du génome viral lors de la sélection des souches entrant dans la composition
des cocktails thérapeutiques, cette étape pourrait se révéler fastidieuse et colteuse dans
la mesure ou plusieurs souches virales sont généralement employées simultanément. De
plus, une méme infection pouvant étre due a plusieurs souches d'une méme bactérie, il
apparait difficilement possible de garantir qu'une fois administrés les phages ne pourraient
pas devenir le véhicule d'échanges de matériel génétique entre ses différentes souches.

Il est par ailleurs recommandé de faire preuve de la plus grande prudence dans la
mesure ou, comme pour tout médicament mais plus particulierement du fait de la nature
de I'agent employé, les résultats obtenus en terme d’efficacité, de cinétique mais surtout
de sécurité peuvent grandement varié lors d’'une utilisation chez I'humain par rapport aux
observations découlant d’expériences usant de modeéles in vivo et animaux (Skurnik et
Strauch 2006).

3.4. Le probléme des résistances

De méme que pour tout traitement visant un agent vivant doté de capacités adaptatives,
la phagothérapie peut étre concernée par le développement d’une résistance par I'agent
visé.
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Les bactéries sont ainsi capables d’élaborer des stratégies visant a limiter le risque
d’infection par les virus de méme qu’elles peuvent élaborer des mécanismes de défense
vis-a-vis des agressions chimiques des antibiotiques.

Ces résistances peuvent s’opérer par la modification de leurs récepteurs visés par les
virus, le masquage de ces récepteurs par des protéoglycanes voir leur disparition, privant
ainsi les virions de toute possibilité de fixation aux cellules-hétes et prévenant ainsi leur
internalisation (Wittebole, De Roock, et Opal 2014).

Un certain nombre d’especes bactériennes présentant un systéeme CRISPR-cas comme
mesure de défense visant a empécher l'intégration et I'expression de matériel génétique, il
a été montré que ce systéme participe activement a I'acquisition d’'une résistance vis-a-vis
des virus. Cette résistance est par ailleurs transmissible lors de la réplication cellulaire et
pose donc le probléme de I'apparition de populations entiéres de bactéries résistantes aux
bactériophages (Barrangou et al. 2007).

Les mécanismes de résistances peuvent aussi concerner des étapes plus en aval dans
le cycle infectieux. Les bactéries sont ainsi capable de limiter l'intégration du matériel
génétique viral au sein de leur propre génome par des mécanismes de restriction /
modification mais aussi inhiber la transcription et la translation du génome viral et bloquer
'assemblage de nouvelles particules virales (Torres-Barcelé 2018a).

Comme pour toute résistance bactérienne, la résistance aux phages peut étre
transmise horizontalement (de bactérie a bactérie par I'intermédiaire d’un plasmide de
conjugaison) ou verticalement (d’'une bactérie-mére a ses cellules-filles par réplication du
génome) surtout, dans le second cas, aprés infection par un phage non-lytique qui laisse a
la bactérie-cible la possibilité de se multiplier et ainsi de propager les facteurs de
résistance.

Ces mécanismes peuvent toutefois étre contournés de par la nature adaptative des
virus, aidée en cela par leur capacité a muter trés rapidement.

Certains virus peuvent notamment sécréter une enzyme permettant la lyse des
protéoglycanes servant au masquage par les bactéries de leurs récepteurs (Wittebole, De
Roock, et Opal 2014).

3.5. Réactions de I'organisme

Comme tout agent « extérieur » et, qui plus est, un agent viral, le phage est susceptible
d’étre reconnu par le systéme immunitaire de I'organisme du receveur comme un danger
et de déclencher une réponse adaptative.

Ce phénomeéne peut entrainer une diminution voire une abolition de l'efficacité de la
phagothérapie, que ce soit pour un éventuel traitement futur voir pour le traitement en
cours.

Il semble néanmoins que l'importance de la réponse immunitaire a I'administration
d’'une phagothérapie soit liée a la voie retenue. Ainsi, une administration par voie orale
semble moins inductrice d’'une production d’anticorps qu’une administration locale.

Il est possible que des phages structurellement proches engendrent des réponses
immunitaires différentes et des niveaux élevés d’anticorps dirigés contre les
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bactériophages ne semblent pas étre corrélés a une diminution a court terme de I'efficacité
de ces derniers.

Une étude publiée en 2016 a porté sur la réponse immunitaire, notamment la réponse
humorale, aprés administration d’'un cocktail de phages dans le cadre du traitement
d’'infections osseuses et sinusales a S. aureus et S. lugdunensis résistantes a la
méthicilline (Zaczek et al. 2016). 20 patients traités par un cocktail de trois phages dirigés
contre S. aureus (cocktail MS-1) furent donc sélectionnés. Ces patients avaient pour point
commun d’étre traités pour une infection a SARM traitée avec le méme cocktail, bien que
le siege de l'infection et donc la voie d’administration fut différente pour chaque patient. La
posologie quotidienne consistait en 2 a 3 administrations journalieres de 5 a 10 mL d’'une
solution de concentration indicative supérieure a 5 x 10° UFP/mL.

La présence ou non dans le sérum des patients d’anticorps dirigés contre les phages
employés fut déterminée par une technique d’analyse immuno-enzymatique ELISA a partir
d’échantillons de sérum obtenus en amont du traitement puis au cours des visites de suivi.
Pour les patients ayant eu plusieurs prélevements, celui montrant le taux d’anticorps le
plus élevé fut retenu pour I'exploitation statistique. L’élément de comparaison retenu fut un
groupe de 10 sujets sains naifs du traitement par MS-1.

En ce qui concerne les immunoglobulines G totales (IgG), les patients présentaient un
taux initial plus important que parmi les sujets témoins, ce que les auteurs attribuent a une
infection précédente avec possibilité d’exposition préalable a un phage similaire a ceux
employés dans cette étude. Les valeurs obtenues en cours de traitement furent trés
variables d'un patient a l'autre, allant d’'une absence de différence significative par rapport
au taux initial a une augmentation de facteur 7, avec une médiane correspondant a une
augmentation de facteur 3.

Les taux d’IgA mesurés avant traitement furent trés bas pour 'ensemble des patients,
etant méme inférieurs a la limite de détection pour 11 des 20 patients. De méme, les
sujets témoins ne présentaient pas d’anticorps de ce groupe dirigés contre les souches
phagiques concernées. Seuls les prélévements de 2 des 20 patients révélerent des
quantités élevées d’IgA en cours de traitement.

Concernant les taux relevés d’IlgM, les échantillons pré-traitements ont montré des
niveaux trés faibles d’anticorps a I'exception d’'un patient. Les analyses en cours de
traitement ont révélé une grande disparité en terme de production d’IgM, avec des taux
exceptionnellement élevés pour 2 des patients. Malgré ces différences, la valeur médiane
est demeurée assez basse.

Deux des patients traités pour des infections osseuses par administration localisée du
cocktail MS-1 ont montré une importante production d’anticorps pour 'ensemble des trois
types d'immunoglobulines (IgM, 1gG, IgA). Néanmoins, I'analyse des échantillons d’autres
patients traités pour des infections similaires et/ou avec la méme voie d’administration n’a
pas révélé de dynamique concordante. Les auteurs ont conclu a une absence de
corrélation entre la voie d’administration retenue et une production significative
d’anticorps. Les auteurs indiquent également que les IgG semblent étre les principaux
responsables de la réponse humorale dirigée contre les bactériophages. Néanmoins,
I'ensemble des études menées a ce jour n'a pas permis d’établir de lien de causalité entre
la production d’anticorps dirigés contre les bactériophages et la perte d'efficacité
thérapeutique, des patients présentant une production importante d'immunoglobulines
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ayant montré une réponse favorable au traitement, y compris en cas de thérapie
prolongée.

3.6. Problématiques de mise a disposition

Les phages, du fait de leur nature assimilée au vivant, sont des agents beaucoup plus
sensibles aux facteurs extérieurs (lumiére, température, agents chimiques) que les
antibactériens. Il est donc beaucoup plus difficile, voir méme impossible, de les employer
en dehors de structures capables d’assurer un stockage adéquat.

Par ailleurs, les préparations de phages n'ont pas, jusqu’a maintenant, montré une
réelle efficacité qu’aprés utilisation contrélée, que ce soit par injection mais aussi par
administration locale (exemple du traitement des grands bridlés(Leontyev et al. 2021)), ce
qui implique une administration par du personnel qualifié avec un matériel adapté, la ou
beaucoup d’antibiotiques peuvent étre pris par les patients eux-mémes, souvent par voie
orale.

Enfin, cette méthode longtemps délaissée reste insuffisamment promue dans certains
pays et, dépourvue de prise en charge financiere, inaccessible a un certain nombre de
patients. Ceci s’Taccompagne d’'une seconde conséquence : sans utilisation en conditions
réelles, il est difficile d’'obtenir des données assez fiables et nombreuses pour pouvoir
juger du réel impact de cet outil thérapeutique.

Une autre barriere a I'application généralisée de la phagothérapie est le cadre légal
d’application. En tant qu’agent thérapeutique destiné a une utilisation chez I'hnumain, la
phagothérapie est strictement encadrée par les autorités responsables du contrdle du
développement, de la commercialisation et de I'emploi de tels produits. Ce contréle est
d’autant plus strict sur ce sujet du fait que les préparations de phages, agents biologiques
assimilés au vivant, ne peuvent étre standardisées dans leur composition de par la grande
variabilité des souches virales (Verbeken et al. 2007).
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ll. Intéréts des bactériophages dans les
infections multirésistantes

1. Emploi des bactériophages comme alternatives aux
antibiotiques

Récemment, plusieurs équipes de recherches se sont penchées sur la problématique
du traitement des infections liées a la pose de prothéses orthopédiques, en particulier en
lien avec les bactéries multirésistantes. En effet, la prévalence de ce type d’infection en
fait la premiére cause de ré-opération apres la pose d’'une prothése totale. De plus, le taux
de rémission sous antibiothérapie est malheureusement assez faible, de l'ordre de 18 %
selon certaines études (Fedorov et al. 2023), et la solution de référence reste le
changement de prothése en deux temps. Le changement de prothése en deux temps
consiste dans un premier temps a retirer completement la prothése, le ciment fixateur et
les tissus environnant lorsqu’ils sont endommagés par linfection puis a appliquer un
séparateur imprégné d’antibiotiques (comme par exemple la daptomycine) en association
avec une antibiothérapie par voie orale ou parentérale. La deuxiéme étape est la remise
en place d’'une prothése compléte.

Une étude (Barros et al. 2019). a ainsi porté sur 15 souches de bactéries multi-
résistantes isolés dans un contexte d’infections apparues sur des implants orthopédiques
(6 souches de l'espéce Staphylococcus aureus dont 4 résistantes a la méthicilline, 7
souches de l'espéce Enterococcus faecalis toutes résistantes a la vancomycine et 2
souches de l'espéce E. coli). Ces bactéries furent exposées a plusieurs souches de
bactériophages sélectionnés pour leur capacité de dissémination importante et pour la
faible durée de leur cycle de réplication. Apres exposition de ces 3 espéces bactériennes
de souches phagiques (LM 12, LM 99 et JB75), ces derniéres ont toutes montré une
action avec un effet maximal a 2h aprées application de la solution de bactériophages.
Cette diminution de la population bactérienne a atteint plus de 95 % a 24h pour les trois
bactéries étudiées [figure 5].
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Figure 5: Effet inhibiteur du phage LM12 sur des cellules planctoniques de S. aureus (a), du phage LM99
sur des cellules planctoniques d'E. faecalis (b) et du phage JB75 sur des cellules planctoniques d'E. coli
recueillies au site d'infections associées a des implants orthopédiques (Barros et al. 2019)

Dans le méme registre, une deuxiéme étude (Morris et al. 2019) a cherché a déterminer
cette fois-ci I'efficacité des bactériophages sur des souches de S. aureus issues de
prélevements nasaux effectués chez des patients hospitalisés pour la pose d’'une prothése
totale de hanche. Ces souches bactériennes, confirmées par immunochromatographie
comme présentant une résistance a la méticilline, furent étudiées a la fois sous forme de
colonies planctoniques mais également sous formes de colonies organisées en biofilms
fixées sur des surfaces en titanium poreux permettant de reproduire une infection de
prothése. Aprés exposition a 31 préparations de phages ciblant spécifiquement S. aureus,
les résultats observés furent une sensibilité générale de lI'ensemble des souches
observées a 17 des 31 préparations de bactériophages ainsi qu’'une efficacité manifeste
du traitement en terme de réduction de la croissance des colonies bactériennes mais
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aussi en terme de potentiel d’éliminations des souches organisées en biofilms sur le
support de titane.

Au cours d’un autre essai clinique(Fedorov et al. 2023), un groupe test de patients
(effectif final de 22 personnes) s’est vu administré injection localisée un cocktail de phages
sélectionnés pour leur affinités pour les staphylocoques en complément d’un traitement
par antibiothérapie systémique. Les résultats obtenus furent comparés aux donnés de
patients (effectif final de 22 personnes) ayant précédemment été traités par une
association d’'une antibiothérapie locale et d’'une antibiothérapie systémique en accord
avec les recommandations actuellement en vigueur pour ce type d’infection. Les données
de suivi post-traitement recueillies ont couvert une période de 12 mois.

Le taux de rechute infectieuse parmi les patients du groupe contréle fut 8 fois plus élevé
que chez les patients du groupe test. D'une fagon générale, les marqueurs de
I'inflammation ont suivi une cinétique similaire au sein des deux groupes, avec cependant
un taux de CRP plus élevé dans le groupe test.

Les auteurs ont fait remarqué que l'un des patients du groupe test a vu le profil
bactériologique de son infection évoluer en cours de traitement, avec I'apparition de
Staphylococcus epidermidis et de Proteus mirabilis. L'hypothése admise dans ce cas est
que les especes bactériennes en question était déja présente en début de traitement mais
« masquées » par la présence beaucoup plus importante de Staphylococcus aureus et
que l'élimination de ce dernier a donner l'opportunité a d’autres pathogénes de se
développer. Cette situation vient renforcer I'idée de I'importance d’une antibiothérapie a
spectre large en plus de la phagothérapie, cette dernieére étant par nature trop sélective
pour éviter 'apparition d’infections opportunistes.

Cette étude a permis de mettre en lumiére I'importance a moyen et long terme de la
mise en place de stratégies de prévention et de lutte efficaces envers les infections liées a
la pose de prothéses orthopédiques totales, ce type d’infection pouvant entrainer la
nécessité de réopérer avec un risque de complications et une altération du confort de vie
des patients concernés.

Il ressort de ces études que la phagothérapie est une alternative envisageable et
intéressante aux antibiotiques dans le traitement des infections bactériennes s’implantant
sur des prothéses orthopédiques, notamment lorsque les bactéries responsables sont
résistantes a une ou plusieurs familles d’agents antibactériens. Par ailleurs, les
bactériophages présentent deux intéréts supplémentaires dans cette application :
contrairement aux virus que sont les phages, les antibiotiques diffusent généralement mal
au sein des tissus osseux, ce qui impacte grandement leur action dans le traitement des
infections a ce niveau mais présentent également une mauvaise capacité de diffusion
dans les biofilms établis.

30/55



Pseudomonas aeruginosa est une bactérie connue pour sa virulence, sa capacité a
s’organiser en biofilms, sa prévalence sans cesse croissante dans les infections
nosocomiales, sa dangerosité pour les patients immunodéprimés, sa présence récurrente
chez les patients atteints de mucoviscidose et I'importance des populations résistantes
aux antibiotiques associée a la capacité de la bactérie a ralentir son métabolisme afin de
limiter d’avantage I'efficacité des agents antibactériens conventionnels.

La souche phagique OKMO1 fut utilisée dans le cadre du traitement d’'une infection
chronique a P. aeruginosa affectant un greffon vasculaire (Chan et al. 2018). Ce type
d’infection, d’incidence variable selon [limplantation du greffon, peut avoir des
répercussions sévéeres pour la santé des patients receveurs, répercussions aggravées par
le contexte de co-morbidité et les traitements associés a ce type de greffe : la
morbi-mortalité est estimée a plus de 20 % en cas d’infection survenant sur le greffon,
pouvant atteindre 75 % de mortalité dans le cas d’une infection survenant sur un greffon
aortique thoracique et un risque de récidive de 20 % apres remplacement du greffon.

Le patient traité, un homme agé de 76 ans, avait présenté, suite a une greffe aortique,
plusieurs occurrences d’infections a P. aeruginosa qui, aprés plusieurs cycles de
traitement par administration intraveineuse de ceftazidime avec un relais par
ciprofloxacine par voie orale. Devant la recrudescence des infections et le risque pour
I'aorte, la décision fut prise de recourir a une phagothérapie associée a de la ceftazidime
afin de pallier a une résistance avérée vis-a-vis du phage OKMO1. Aprés administration
unique de I'association a proximité du site de l'infection, le patient fut renvoyé a domicile
avec maintien du traitement par ceftazidime. Suite a I'opération d’'une perforation aortique
liée a une excroissance osseuse, le traitement antibiotique fut arrété. Le patient n’a pas
connu de réinfection en 18 mois malgré I'absence de couverture préventive.

Dans le méme domaine, une étude menée par une équipe de linstitut Pasteur (Henry,
Lavigne, et Debarbieux 2013) a cherché a déterminer la possibilité d’'une corrélation entre
I'efficacité in vitro et lefficacité in vivo d’'un ensemble de neuf souches de phages
collectées en différents points du réseau des eaux usées de Paris et dirigés contre la
souche PAK de la bactérie Pseudomonas aeruginosa, un modéle murin ayant été
sélectionné pour reproduire une infection respiratoire. Afin de correspondre a la réalité du
traitement d’une infection déja installée, 'administration du traitement (ou d’un placebo
sous la forme de sérum physiologique), fut retardé par rapport a I'exposition a I'agent
bactérien. Le traitement par phagothérapie a montrée une efficacité certaine, avec un taux
de survie a 8 jours significativement accru par rapport au groupe contrdle [figure 6].
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Figure 6: Efficacité in vivo de la préparation de
bactériophages (souche CHA P1) déterminée
par la survie d'animaux traités par CHA_P1. Le
groupe contréle a regcu un tampon phosphate
salin (PBS) (Henry, Lavigne, et Debarbieux
2013)

Cette expérience a permis non seulement de montrer une corrélation entre I'efficacité in
vivo et celle observée in vitro pour la plupart des cocktails employés, corrélation ouvrant la
voie a la possibilité d’'une prédiction in vivo de la réponse a ce type de traitement dans le
cadre d’une utilisation en médecine humaine ou vétérinaire, mais également une influence
de la souche bactérienne employée pour la sélection et la réplication des souches de
phages recherchées. Ces éléments permettraient d’établir des modeles prédictifs et de
développer deux grandes stratégies d’application de la phagothérapie, a savoir d’'une part
une approche probabiliste faisant usage de cocktails incluant des souches de phages
ciblées contre les souches bactériennes les plus répandues dans un type d’infection
donnée et, d’autre part, une approche plus adaptative basée sur I'isolation de souche de
phages en faisant usage de la bactérie responsable de I'infection traitée (par prélevement
sur le patient concernée) afin de produire le traitement ayant la plus grande efficacité
possible.

Ces études servent a mettre en évidence lefficacité de la phagothérapie méme
employée seule et ouvrent la voie a des possibilités de mise en place de schémas types et
de modeles prédictifs permettant d’'augmenter les chances de rétablissement des patients
concernés ainsi que de réduire les moyens nécessaires a lutter efficacement contre ces
infections et leurs conséquences a court ou long terme.
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Staphylococcus aureus est un pathogéne bien connu et malheureusement trés
répandu, fréquemment responsable d’infections nosocomiales. L'émergence et
'augmentation de la prévalence de souches de S. aureus résistantes a la méthicilline rend
la lutte contre cette bactérie de plus en plus compliquée. A cette fin, la thérapie par
bactériophages présente une alternative intéressante.

Une étude (Wills, Kerrigan, et Soothill 2005) s’est ainsi intéressée au potentiel de la
phagothérapie comme traitement préventif en administrant a un groupe de 8 lapins une
souche de phage infectant S. aureus concomitamment a [l'application de I'agent
pathogéne. Comparé au groupe contréle composé de 8 lapins n’ayant pas regu de
traitement aprés infection, le nombre de souris du groupe test ayant montré des signes de
I'infection fut significativement réduit, avec un seul sujet ayant développé un abcés contre
8 pour le groupe contrdle. Par ailleurs, le nombre d’'UFC bactériennes au site d’infection
était inférieur dans le groupe test, avec une différence moyenne de facteur 10 par rapport
au groupe contrble. Cette expérience a permis a mettre en lumiere le potentiel de la
phagothérapie comme agent protecteur et préventif, élément pouvant présenter un intérét
dans la prévention des infections post-opératoires.

Le corpus d’études actuellement disponible s’oriente donc vers une réponse clairement
positive concernant l'efficacité de la phagothérapie dans la prise en charge des infections
multirésistantes. Néanmoins, il est important de garder a 'esprit que les bactériophages
ne sont pas forcément applicable dans toutes les situations et ne sont pas exempts de
problémes d’apparition de résistances de la part des bactéries visées. Une solution idéale
viserait donc a associer, comme cela est le cas dans un certain nombre de pathologies,
plusieurs agents thérapeutiques afin d’augmenter la probabilité de rémission tout en
réduisant les répercussions a long terme.
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2. Emploi des bactériophages en associations avec les
antibiotiques

Si les bactériophages seuls ont d’ores et déja démontrés des applications dans le
domaine thérapeutique, comme par exemple dans le traitement d’infections chroniques a
Pseudomonas aeruginosa, un nombre grandissant d’études et d’essais cliniques se sont
intéressés a la possibilité de les employer conjointement avec des agents antibiotiques
traditionnels afin de potentialiser I'action des deux groupes.

En 1945, le Dr Himmelweit avait déja publié une étude détaillant les effets d'une
association de bactériophages et de pénicilline sur une culture de staphylocoques. Il avait
ainsi montré que cette association permettait de réduire de fagon significative le délai
nécessaire pour éliminer completement la souche bactérienne sans qu’il ne se produise
de phénoméne de compétition entre les deux agents antibactériens. Néanmoins, 'auteur a
précisé dans la conclusion de cette étude que ce phénoméne de complémentarité pouvait
étre inexistant lorsque d'autres antibiotiques étaient employés, par exemple
I'actinomycine. Cette étude montre donc I'importance d’approfondir les connaissances
concernant les mécanismes participant a cette synergie ainsi que la nécessité d’évaluer
les possibles associations afin d’établir des protocoles thérapeutiques applicables en
situations réelles (Himmelweit 1945).

1. Théorie et mécanismes : les phages comme adjuvants dans
I’antibiothérapie

Les traitements par antibiotiques se heurtent fréquemment a l'organisation des
bactéries en biofilms. Ces biofilms sont des colonies bactériennes intégrés dans une
matrice extracellulaire (MEC) imperméabilisante freinant, voir bloquant la diffusion des
antibiotiques, y compris dans les premiers stades de développement et d’'organisation.

Les phages, en revanche, conservent leur activité en présence biofilms puisque la forte
concentration en cellules bactériennes facilite leur multiplication.

De surcroit, les phages peuvent produire des lysozymes mais certains sont capables
d’'induire la production d’alginases par les cellules-hotes pour un résultat similaire. Rendue
plus poreuse, la MEC serait plus facilement pénétrables par les agents antibactériens,
permettant une potentialisation de I'action de ceux-ci (Kumaran et al. 2018).

Une modification du génome des souches virales employées dans la phagothérapie
permettrait d’accroitre leur efficacité en augmentant leur arsenal enzymatique.

Il a été isolé a partir d’échantillons d’eau et de terre prélevé dans la nature des phages
utilisant comme récepteurs bactériens certaines pompes d’efflux intervenant dans les
mécanismes de résistance aux antibiotiques ou encore des plasmides contenant des
genes de résistance aux antibiotiques (Ojala, Laitalainen, et Jalasvuori 2013).

34/55



Les infections a P. aeruginosa sont notamment de plus en plus difficiles a traiter de par
la faible perméabilité de la membrane plasmique de cette bactérie aux antibiotiques et le
développement de mécanismes de résistances affectant plusieurs familles d’antibiotiques,
le premier de ces mécanismes étant un ensemble de protéines d’efflux non-spécifiques
permettant le relargage des antibiotiques.

Employer des phages ciblant ces facteurs de résistances permettrait d’orienter la
pression de sélection en faveur de lignées bactériennes plus sensibles aux antibiotiques.
En effet, les phages qui induisent chez les bactéries-cibles une forme de dilemme
consistant a choisir entre I'expression de ces éléments de surface les rendant susceptibles
a une infection virale et leur masquage, permettant d’éviter l'internalisation des virions
mais les empéchant de fait d’éliminer les agents antibactériens par relargage. L'utilisation
de phages favorisant ce type de phénomeéne permettrait donc d’induire une pression qui
favorise une sélection de souches bactériennes sensibles a certains antibiotiques
actuellement utilisés dans le domaine thérapeutique. Cette méthode permettrait méme
'emploi d’agents antibactériens sur des espéces bactériennes ayant une résistance innée
vis-a-vis de ces agents.

Afin d’étudier cette possibilité, une autre étude a été menée sur plusieurs souches
multirésistantes de P. aeruginosa (Chan et al. 2016). Ces souches furent isolées a partir
de prélévement effectués dans la nature (égouts, terre, lacs, riviéres, ruisseaux, compost)
et enrichis par 2 souches de phages connues pour leur capacité a infecter deux des
souches les plus étudiées de P aeruginosa, PAO1 et PA14. 4 des souches furent
prélevées dans I'environnement (PA14, PAN, 1845, 1607) et 3 souches furent prélevées
sur des patients en milieu hospitalier (PAPS, PASk, PADFU). Les isolats bactériens furent
analysés afin de déterminer la présence ou non de variants dépourvus des éléments de
surface de résistances aux antibiotiques nécessaires a la fixation et a l'infection par les
phages.

Les différents essais et isolements ont aboutit a lidentification d’'une souche virale
capable d’infecter les souches bactériennes obtenues dans la nature mais incapable
d’infecter celles dépourvues des pompes d’efflux OprM, éléments de surface bactériens
impliqués dans la résistance aux antibiotiques. Cette souche virale fut nommée OMKO1.
La souche OMKO1 fut ensuite utilisée comme référence pour le reste de I'étude.

Les 8 souches bactériennes furent alors séparées chacune en deux groupes en
fonction de leur statut de résistance vis-a-vis de du phage OMKO1 puis exposées a 4
antibiotiques (ciprofloxacine, tetracycline, ceftazidime et erythromycine). Les résultats
obtenus ont montré une diminution de la CMI variable selon les souches bactériennes et
les antibiotiques avec des écarts allant d’'une absence de modification a une réduction par
un facteur 45, bien que la moyenne se situe d’avantage aux alentours d’un facteur 2-3
[figure 7].

Ces résultats montre un effet significatif de la résistance aux phages sur la sensibilité a
la tetracycline et I'erythromycine pour la plupart des souches bactériennes issues de
I'environnement tandis que 2 des souches obtenues a partir de prélévements cliniques ont
montré une sensibilité accrue a la ciprofloxacine et a la ceftazidime.
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Les auteurs en ont conclu que I'acquisition d’'une résistance a l'infection par les phages
utilisant des facteurs de résistance aux antibiotiques comme éléments de reconnaissance
et de fixation était corrélée avec une sensibilité accrue a ces antibiotiques. L'utilisation de
phages ayant pour cible cellulaire des protéines de surface codée par le génome contenu
dans les plasmides permet de limiter la diffusion d'éléments de résistance vis-a-vis des
antibiotiques et ainsi d'exercer une pression de sélection en faveur de bactéries
dépourvues de ces éléments.
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Figure 7: Variation de la CMI de 4 antibiotiques pour 8 souches de P. aeruginosa
en fonction de la résistance vis-a-vis d'une souche virale infectant cette bactérie
(Chan et al. 2016).



Similairement, une étude publiée en 2016 (Chaudhry et al. 2017) s’est intéressée au
potentiel de la synergie phages-antibiotiques dans la réduction voire I'élimination de
biofiilms de P. aeruginosa. Les auteurs de cette étude ont établi leur postulat sur
'importance de la mise en place de nouvelles stratégies thérapeutiques efficaces dans le
traitement d’infections causées par cet agent bactérien et responsables de complications
potentiellement mortelles chez des patients atteints de mucoviscidose, de bralures
séveres, de déficits immunitaires ainsi que chez les patients diabétiques présentant des
ulcérations.

La difficulté de traitement de ce type d’infection est non seulement lié aux multiples
résistances innées et acquises de P. aeruginosa vis-a-vis d’agents antibiotiques mais
également a la capacité de cette bactérie a s’organiser en biofilms limitant son exposition
aux produits antibactériens classiques.

Afin d’évaluer l'efficacité de cette synergie, les auteurs ont utilisé une souche
bactérienne (PA14) exposée a des concentrations croissantes de ciprofloxacine et de
gentamicine afin de sélectionner des mutants résistants a ces deux antibiotiques
(PA14Cip-R et PA14Gen-R respectivement). Deux souches phagiques spécifiques de
P. aeruginosa (NP1 et NP3) furent obtenues a partir d’échantillons obtenus dans une
usine de traitement des eaux usées et isolées par exposition a un bouillon de culture
contenant la bactérie. Des analyses complémentaires ont montré que certains variants de
P. aeruginosa étaient résistants a I'une ou l'autre des souches phagiques et que ces
derniéres présentaient des récepteurs cellulaires différents. 5 antibiotiques fréquemment
employés dans le traitement d’infections a P. aeruginosa furent utilisés au cours de cette
étude : ceftazidime (cephalosporine de 3° génération), ciprofloxacine (fluoroquinolone),
colistine (polymyxine E), gentamicine (aminoside) et tobramycine (aminoside). La CMI de
chaque antibiotique vis-a-vis de la souche PA-14 fut établie avant le début de I'expérience.

L'efficacité de I'application des différents traitements sur les biofilms bactériens fut
évaluée par analyse de la croissance bactérienne apres 48h d’incubation puis de la
destruction des cellules bactérienne aprés 48h de traitement au travers d’'un comptage
des bactéries fiables.

Les échantillons furent répartis en 4 groupes : traitement simultané par phages et
antibiotiques de biofilms cultivés sur un support polystyréne (groupe A) ; traitement
séquentiel par phages et antibiotiques de biofilms cultivés sur un support polystyréne
(groupe B) ; traitement par phages et antibiotiques de cellules bactériennes planctoniques
issues de souches sensibles et résistantes aux antibiotiques cultivées sur un support
polystyréne (groupe C); traitement simultané par phages et antibiotiques de biofilms
cultivés sur des cellules épithéliales nasopharyngées (groupe D).

Une partie des bactéries du groupe A furent exposées aux 2 souches de phages, a la
fois isolément et en association. Les autres échantillons furent traités par chacun des 5
antibiotiques a des concentrations équivalentes a 1 fois et 8 fois la CMI, soit seuls, soit en
associations avec les deux souches de phages.

L'étude des résultats du groupe A a permis de confirmer l'efficacité accrue de I'action
combinée des deux souches phagiques NP1 et NP3 de part leurs récepteurs de fixation
différents aboutissant a une action complémentaire.

A I'exception de la colistine, les antibiotiques ont tous montré un effet significatif sur la
réduction de la population bactérienne aprés application a des concentrations de 8 fois la
CMI.
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Un effet synergique statistiquement significatif fut observé pour deux antibiotiques
(ceftazidime et ciprofloxacine) en association avec les phages, y compris avec des
concentrations en agent antibactérien équivalentes a la CMI.

Par ailleurs, il est a noter que l'association des phages a la ceftazidime, a la
ciprofloxacine (faible concentration uniquement), a la colistine et a la tobramycine (faible
concentration uniquement) a aboutit a une augmentation par un facteur 10 minimum du
titre phagique initial, montrant une influence des agents chimiques sur la production de
particules virales.

Dans le cas de la tobramycine, I'association de phages avec une concentration a 8 fois
la CMI de l'antibiotique montra un effet amoindri sur la population bactérienne par rapport
a cette méme association avec une concentration plus faible de I'agent antibactérien. Les
auteurs attribuérent ce résultat soit a une interférence entre I'action de la tobramycine et le
mécanisme de réplication, soit a une réduction de la population bactérienne a un niveau

limitant cette réplication [Figure 8].
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Figure 8: Traitement de biofilms intacts cultivés sur support neutre.
Densité de cellules bactériennes viables apres 48h de traitement par
phages et/ou antibiotiques. Les antibiotiques sont marqués par une
abréviation (Cef : Ceftazidime ; Cip : Ciprofloxacine; Col : Colistine ;
Gen : Gentamicine ; Tob : Tobramycine) suivi d’un indicatif chiffré
correspondant a la concentration employée (1 ou 8 fois la CMI pré-
établie), « Con » correspondant au bras contréle. Le suffixe N- indique
I'adjonction des deux souches phagiques). La lettre P indique une
augmentation par un facteur 10 minimum du titre phagique initial. La
lettre S indique un effet synergique statistiquement significatif. La lettre F
indique un phénomeéne de facilitation (effet majoré par rapport a I'emploi
d’un traitement seul mais sans démonstration d’une synergie)
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(Chaudhry et al. 2017)
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Les bactéries du groupe B furent, aprés 48h d’incubation, exposées aux deux souches
de phages puis a chaque antibiotique selon 3 cinétiques différentes : adjonction
d’antibiotiques simultanément a I'exposition aux phages, adjonction d’antibiotiques 4h
apres l'exposition aux phages et adjonction d’antibiotiques 24h apres l'exposition aux
phages. La densité de cellules bactériennes viables fut par la suite analysée 48h aprés
I'exposition aux phages, ce qui signifie que la durée d’exposition aux antibiotiques n’était
pas constante d’un bras a l'autre. Le groupe contréle employé fut un échantillon bactérien
exposé a l'antibiotique seul. En paralléle, un titrage des particules virales fut réalisé. Cette
analyse révéla des effets disparate en fonction de l'antibiotique employé. Ainsi, les
échantillons traités par ciprofloxacine, gentamicine et tobramycine ont toutes les 3 révélés
une réduction significative de la population bactérienne corrélée a une introduction tardive
de l'antibiotique aprés exposition aux phages, allant jusqu’a réduire cette population
bactérienne en deca de la limite de détection en ce qui concerne les échantillons traités
par ciprofloxacine et gentamicine. En revanche, I'’échantillon traité par la colistine ne
montra pas d’effet accru de I'association en fonction du délai d’introduction de cet
antibiotique et I'échantillon traité par ceftazidime révéla une réduction de l'efficacité de
'association corrélée a lintroduction tardive de l'agent antibactérien. Le titrage des
particules virales montra une augmentation significative corrélée a une introduction tardive
de [lantibiotique pour les échantillons traités par ciprofloxacine, gentamicine et
tobramycine. Il N’y eu en revanche pas de variations pour les échantillons traités par
ceftazidime et colistine. Les auteurs soulignerent le fait que la limite de détection ne
permet pas d’affirmer avec certitude que l'effet observé pour I'échantillon traité par
ciprofloxacine soit lié¢ a un phénoméne de causalité vis-a-vis de I'application séquentiel
des traitements [figure 9].
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Figure 9: Effet de I'application séquentielle de phages et
d'antibiotiques sur une population de P. aeruginosa cultivée sur
polystyrene

(A) : Densité de cellules viables de P. aeruginosa en fin de traitement.

La ligne

discontinue indique la limite de détection, les barres jaunes

indiquant une estimation inférieure a la limite de détection ; (B) :
Densité de particules phagiques en fin detraitement. La ligne
horizontale indique le titre initial de la solution de phages.

( Cef : Ceftazidime ; Cip : Ciprofloxacine; Col : Colistine ; Gen :
Gentamicine ; Tob : Tobramycine)

* : effet statistiquement significatif de I'introduction de I'antibiotique
24h apres exposition aux phages

(Chaudhry et al. 2017)

Le traitement d

des bactériophage
antibiorésistantes.

'un mélange de bactéries sensibles et dans une moindre mesure, de
bactéries antibiorésistantes soit par un antibiotique seul, soit par une combinaison de
phages et d’antibiotiques permet d’identifier plusieurs points d’intérét. Ainsi, la présence
s ne suffit pas a limiter le développement d’une population de bactéries
Cependant, le traitement combiné a permis de maintenir la densité en
cellules bactériennes a des niveaux comparables a ceux obtenus lors du traitement d’'un
echantillon de bactéries sensibles par antibiothérapie seule mais il est a noter que le
traitement combiné a permit, par I'élimination des bactéries sensibles, le développement
des bactéries antibiorésistantes.
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Afin d’approcher le plus possible des conditions d’applications réelles de ce type de
traitement, le traitement combiné fut appliqué a des biofilms de P. aeruginosa présents ou
s’étant développés sur des cellules épithéliales humaines issues de préléevements
nasopharyngés et répartis en deux groupes : EXP1, et EXP2. Ces biofilms furent cultivés
pendant 8h avant traitement, durée au-dela de laquelle la bactérie induit une destruction
des cellules épithéliales, puis traités par antibiotique seul, par phages seuls ou par une
combinaison de phages et d’'un antibiotique a une concentration équivalente a la CMI. I
ressort de cette expérience que si I'administration des différents antibiotiques et de la
solution de phages seuls a démontré un effet sur I'évolution de la densité des cellules
bactériennes, cet effet apparut comme majoré par rapport a 'administration de phages
seuls lorsque ces derniers furent administrés conjointement avec 4 des 5 antibiotiques
testés, I'exception étant la tobramycine pour laquelle I'administration conjointe n’a pas
montré d’effet supérieur par rapport a la solution de phages seuls. L'effet le plus significatif
fut obtenu par I'association de phages et de ceftazidime. L’administration conjointe
d’antibiotiques et de phages n’induisit pas d’altération de la capacité de réplication de ces
derniers, y compris pour la gentamycine, contrairement aux résultats obtenus lors du
traitement de biofilms cultivés sur polystyréne. Les auteurs supposérent un effet de
facilitateur des cellules épithéliales sur la réplication virale [figure 10].
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Figure 10: Tra/tement de biofilms de P. aeruginosa cultivés sur des cellules
epithéliales

(Cont : Contréle ; Cef : Ceftazidime ; Cip : Ciprofloxacine; Col : Colistine ;
Gen : Gentamicine ; Tob : Tobramycine)

A : densité en cellules viables de P. aeruginosa apres 12h de traitement ;
B : densités en particules virales aprés 12h de traitement (la ligne
horizontale indique le niveau de densité dans la solution de phages avant
administration)

La lettre S indique un effet synergique statistiquement significatif. La lettre F
indique un phénomeéne de facilitation (effet majoré par rapport a 'emploi
d’un traitement seul mais sans démonstration d’une synergie)

(Chaudhry et al. 2017)

Les auteurs de cette étude conclurent que I'administration conjointe de phages et
d’antibiotiques permet d’engendrer un effet synergique significatif aboutissant a une
efficacité accrue dans le contrble de la population bactérienne par rapport a 'un de ces
deux agents antibactériens employé isolément. lls notérent par ailleurs que certains
antibiotiques maintiennent leur efficacité lorsque associés a des phages, y compris a des
doses inférieures a leur CMI. lls notérent également que l'efficacité de certains des
antibiotiques dans ces associations était accrue si la solution de phages était appliquée
avant I'antibiothérapie plutét que simultanément a cette derniére. Les auteurs préciserent
néanmoins qu'une étude approfondie des mécanismes sous-jacents aux effets observés
serait nécessaire afin de comprendre les conditions sous lesquelles ces associations
thérapeutiques peuvent se révéler efficaces.

42/55



Une autre étude, publiée en 2014 (Coulter et al. 2014), s’est intéressée a la question de
I'efficacité de la réduction de populations bactériennes de E. coli et P. aeruginosa
organisées en biofilms par 'emploi combiné de phages (T4 pour E. coli, PB-1 pour
P. aeruginosa) et de tobramycine. Des essais préalables visérent a évaluer l'efficacité
individuelle de ces types de traitement puis des échantillons des deux espéces
bactériennes étudiées furent exposées a des doses croissantes d’antibiotiques et de
bactériophages administrées concomitamment, doses déterminées au cours des essais
préalables comme ayant la capacité de réduire de 90 % la population bactérienne.

L'emploi d’'une combinaison de tobramycine et de bactériophages T4 a aboutit a une
réduction significative de la population bactérienne par rapport a un traitement par
tobramycine seule, avec une réduction de 99,99 % des souches résistantes a la
tobramycine et de 39 % des cellules d’E. coli organisées en biofilm en terme de cellules
bactériennes viables.

En revanche, I'emploi d’'une association de tobramycine et de phage PB-1 dirigée
contre P. aeruginosa n’a pas aboutit a une diminution de la population bactérienne
significativement augmentée par rapport a l'emploi de tobramycine seule. Cette
association a pour autant permis de réduire de 60 % le nombres de cellules bactériennes
viables résistantes vis-a-vis de I'agent antibiotique et de 99 % le nombre de cellules
bactériennes présentant une résistance vis-a-vis du bactériophage. Les auteurs de I'étude
ont émis I'hypothése selon laquelle I'absence d’efficacité accrue de l'association par
rapport a I'antibiotique seul pourrait étre due au masquage par des composant de la MEC
des récepteurs visés par le phage.

Les auteurs insistent également sur le fait que les infections en conditions réelles,
contrairement aux essais généralement pratiqués sur des espéces bactériennes
individualisées, impliquent plusieurs germes aux caractéristiques différentes, ce qui limite
I'efficacité des bactériophages trés spécifiques, notamment du point de vue des enzymes
déployées pour désorganiser les composants extracellulaires des biofilms.

Par ailleurs, une étude portant sur un cocktail de 12 phages (cocktail PP1131) étudié
dans l'essai clinique européen multicentrique Phagoburn s’est intéressée au potentiel
synergique de ce produit en association avec la ciprofloxacine et le méropénéme dans le
traitement d’infections a P. aeruginosa (Oechslin et al. 2017). Les souches du cocktail
employé ici furent sélectionnées sur la base des souches bactériennes ciblées, permettant
de développer un produit possédant une large couverture. Les auteurs ont noté une forte
pression de sélection exercée sur les bactéries aprés exposition in vitro aux
bactériophages avec une démultiplication des mutants résistants. Néanmoins, ce
phénoméne ne s’est pas reproduit lors des essais in vivo, ce qui, d’aprés les auteurs,
pourrait s’expliquer par une modification de facteurs bactériens de virulence ou une
diminution de la capacité de survie concomitante a I'acquisition d’éléments de résistance
vis-a-vis des bactériophages, hypothése vérifiée par 'administration a des sujets murins
de deux mutants résistants vis-a-vis de la plupart des 12 souches de bactériophages : des
prélevements biologiques effectués aprés infections ont révélé un moindre taux de
croissance par rapport a une infection par une souche du germe dépourvue de résistance.

L'association du cocktail de bactériophages et de chacun des deux antibiotiques a
résulté en un effet bactéricide accru par rapport a 'administration de la phagothérapie ou
de l'antibiothérapie seule, avec une réduction de la population bactérienne viable de 4 a 6
log UFC/mL in vitro [figure 11].
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Figure 11: Synergie bactéricide entre un cocktail de
bactériophages et deux antibiotiques (ciprofloxacine et
méropéneme) administrés a 2,5 fois leur CMI apres
croissance de colonies de P. aeruginosa sur caillot de fibrine
(Oechslin et al. 2017)

Ces résultats se sont vérifiés aprés administration a des rats aprés induction d’'une
endocardite. Si 'emploi d’'une phagothérapie ou d’'une antibiothérapie par ciprofloxacine
seule a aboutit a une diminution significative de la population bactérienne, de I'ordre de 2
a 3 log UFC/mL, au site de l'infection, sans différence statistique entre les deux types de
traitement, 'administration combinée des deux produits a induit une diminution accrue de
I'ordre de 4 log UFC/mL par rapport a la monothérapie, avec une absence de détection de
la bactérie chez 7 des 11 rats soumis a la bithérapie aprés 6h de traitement.

Il est également possible d’employer des phages non-lytiques et non-réplicants dans
une logique de transfection afin de transférer aux bactéries des génes de susceptibilité
aux antibiotiques ou de limiter voir bloquer I'expression de facteurs de résistances. Cette
méthode permettrait de rétablir I'efficacité de certaines molécules touchées par I'apparition
de lignées résistantes, voir d'induire une sensibilité chez des bactéries ayant une
résistance innée (Viertel, Ritter, et Horz 2014).

Cette méthode présente cependant un inconvénient majeur: elle fonctionne
uniquement pour des facteurs pour lesquels le géne ou l'allele de susceptibilité est
dominant. En effet, lorsque ces derniers sont récessifs, leur expression peut étre limitée
voir rendue impossible par I'expression d’'un géne ou d’un allele dominant codant pour des
facteurs de résistance aux antibiotiques.

L'utilisation de phages comme vecteurs pharmacologiques dans ['antibiothérapie
pourrait présenter plusieurs avantages.

Premiérement, la capacité des phages a se concentrer au niveau du site de présence
de la bactérie-cible permettrait de réduire la diffusion de I'agent antibactérien, donc ses
effets indésirables pour I'organisme.
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Deuxiemement, en délivrant I'agent bactérien directement dans les bactéries, les
phages permettrait de contourner le probléeme des résistances par modification des
récepteurs de surfaces et éléments d’intégration cellulaire.

Ces deux premiers aspects participent a un troisieme : la réduction des doses
administrées. En effet, une concentration de I'agent antibactérien avec une réduction des
phénoménes de diffusion dans l'organisme et une action plus efficace du fait de la
délivrance en intracellulaire permettrait théoriquement de conserver une méme efficacité
des agents antibactériens tout en réduisant les quantités employées de facon significative.

2. Théorie et mécanismes : les antibiotiques comme adjuvants
dans la phagothérapie

Si les bactériophages peuvent favoriser la diffusion dans les biofilms bactériens des
antibiotiques et permettre de faire réémerger une sensibilité a ces agents antibactériens,
une autre piste actuellement envisagée est la possibilité d’employer des doses sub-
thérapeutiques d’antibiotiques en vue de favoriser I'action des virus au sein d’une
population bactérienne.

Une étude, menée in vitro sur une souche de la bactérie E. coli responsable d’infections
urinaires, s’est intéressée a l'influence de I'administration d’antibiotiques sur la croissance
d’'une population de phages infectant cette bactérie (Comeau et al. 2007). Au cours de
cette étude, une souche de E. coli obtenu a partir d’'un échantillon d’'urine d’'un patient
présentant une infection urinaire causée par ce germe, échantillon contenant également
des phages infectant cette bactérie, a été exposé a plusieurs antibiotiques.

L'emploi de dose subinhibitrices d’antibiotiques inhibant la division cellulaire comme les
B-lactamines ou bloquant les mécanismes de synthése de 'ADN comme les quinolones
favorise l'infection de bactérie par les phages de par linduction d’'un mécanisme
d’élongation de la cellule bactérienne par développement de filaments.

Cette élongation posséde deux avantages pour les bactériophages : elle augmente la
surface de contact (donc d’entrée) mais également la production de nouveaux virions.
Cette accroissement de la production de phages est retrouvée dans des populations de
bactéries ayant filamenté par défaut du mécanisme de division cellulaire. Si cet effet est
retrouvé dans plusieurs espéces bactériennes, il peut varier en importance d’'une bactérie
a l'autre, en fonction des spécificités morphologiques et fonctionnelles de celles-ci. Il a
notamment été démontré que deux phages de familles différentes infectant deux souches
différentes de la bactérie E. coli aboutissaient a deux résultats différents en terme de
modifications de la production de phage : le premier cas de figure voyait une augmentation
de la production de nouvelles particules virales tandis que pour le second virus, la
production de particules virales n’était pas augmentée mais la durée du cycle lytique était
significativement réduite, aboutissant a une accélération de la dissémination des
particules virales [Figure 12].

Ce phénomeéne d’accroissement de la production de phages par des bactéries en
situation de stress cellulaire a été observé a la fois avec des phages tempérés et des
phages lytiques et peut atteindre des amplitudes de facteur 7 a 11.
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Figure 12: Croissance de la population de
bactériophages (PMFP) apres infection avec et sans
adjonction de cefotaxime (CTX) (Comeau et al. 2007)

Néanmoins, il a été noté que le choix de l'antibiotique est déterminant dans le
fonctionnement de la synergie phage-antibiotique : les meilleurs résultats furent obtenus
avec des antibiotiques bloquant la division cellulaire tandis que les antibiotiques bloquant
les ADN gyrases et les ribosomes impactaient également la production de virions de par la
dépendance de celle-ci vis-a-vis de ces éléments cellulaires, limitant par conséquent
I'utilité de cette association. Ainsi, une étude (Knezevic et al. 2013) menée in vitro sur 3
souches de P. aeruginosa a étudié l'efficacité comparée de plusieurs associations de 3
souches de phages infectant cette bactérie et de différents antibiotiques (gentamicine,
ciprofloxacine, gentamicine et polymyxine B). Les souches de phages retenus étaient
différentes les unes des autres, deux d’entre elles appartenant a la famille des
Podoviridae et la troisieme appartenant a la famille des Siphoviridae, les deux famille
faisant partie de lordre des Caudovirales. Leffet des différentes associations
d’antibiotiques et de phages fut mesuré par leur effet sur la population bactérienne
(exprimée en log UFC/mL) dans le temps en comparaison de I'effet des antibiotiques et
des phages employés seuls et en utilisant des préparations de bactéries non traitées
comme témoins [figure 13]. Les auteurs ont choisi de considérer comme significative toute
diminution supérieure a 2 log UFC/mL de la population bactérienne par I'association
phage-antibiotique par rapport au niveau de population bactérienne le plus bas obtenu par
emploi d’'un agent antibactérien seul (phage ou antibiotique).
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Figure 13: Courbe d'évolution de I'effet
bactéricide des phages o-1 envers la
souche ATCC9027 (a), phages envers la
souche PA-4U (b) et phages 001A envers
la souche PA-M2 (c), en présence de
quantité subinhibitrices de gentamicime
(A), ciprofloxacin (B), ceftriaxone (C) et
polymyxin B (D) ; (e) bactérie sans
traitement ; (A) antibiotique ; (0) phage et
(m) phage et antibiotique (Knezevic et al.
2013)

Il a été noté a lissue de cette étude qu’un réel effet synergique n’apparaissait qu’en
présence de ceftriaxone et ce pour 'ensemble des phages, les autres antibiotiques testés
n‘ayant pas montré d’effet significatif en association avec des phages par rapport a un
usage d’antibiotique seul [Figure 10]. Les auteurs soulignent par ailleurs le fait que
P. aeruginosa manifeste une résistance naturelle systématique vis-a-vis de la ceftriaxone
[Tableau Il], ce qui contribue a lidée d’une Synergie Phage — Antibiotique (PAS)
permettant de potentialiser I'action des agents antibactériens.

Tableau II: Concentration minimale inhibitrice de 3 souches de P. aeruginosa (Knezevic et
al. 2013)

Souches de CMI (pg/mL)
P. aeruginosa Gentamicine Ciprofloxacine Ceftriaxone Polymyxin B
ATCC 9027 2 1 8 4
PA-M2 2 1 64 4
PA-4U 1 0,06 16 2
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Les auteurs précisent également que l'aspect pharmacodynamique des différents
antibiotiques est un facteur essentiel dans I'apparition ou non d’un effet synergique lors de
I'association avec des phages, notamment pour les antibiotiques agissant par inhibition
des mécanismes de synthése de 'ADN comme les fluoroquinolones ou de la synthése
protéiques comme les aminosides.

Employer conjointement des phages et des antibiotiques pourrait également, par une
réduction plus rapide et plus efficace de la population bactérienne pathogéne in vivo, aider
le systéeme immunitaire des patients a contenir l'infection @ moindre effort, ce qui aboutirait
a une diminution du risque d’infection opportuniste. L'emploi de quantités réduites
d’antibiotiques pour un effet comparable voir supérieur permettrait également de limiter
I'apparition d’effets indésirables liés a leur utilisation, comme par exemple la toxicité rénale
des aminosides.
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Conclusion et discussion

Au travers de I'étude de la littérature actuellement disponible, il est possible d’affirmer
que la phagothérapie est une forme de traitement des infections bactériennes ayant
démontré une efficacité et une sécurité certaine dans bon nombre de cas. Qu’elle soit
administrée de fagon systémique ou localisée, pour des infections aigués ou chroniques,
pour I'élimination de germes sensibles ou résistants aux antibiotiques classiques, cette
thérapie est amenée a voir son utilisation renforcée de par son potentiel et ses multiples
avantages. Par ailleurs, les phages sont déja employés dans le domaine de I'agronomie et
de la production alimentaire de par leur capacité a contrdler les populations bactériennes
tout en présentant un impact modéré pour I'environnement et la sécurité sanitaires. Des
études sont également en cours pour évaluer la possibilité des les appliquer dans un
contexte médical comme agents de réduction du risque septique notamment dans les
zones stériles, par exemple les blocs opératoires, mais également afin de déterminer la
possibilité de synthétiser des produits dérivés comme par exemple des enzymes capables
de désorganiser des biofilms bactériens ou de les employer comme agents vaccinaux.

Plus qu’une alternative, la phagothérapie est un complément de I'antibiothérapie : leur
capacité de fonctionnement synergique et la possibilit¢é d’une utilisation conjointe
permettant de réduire le risque d’émergence de souches bactériennes multirésistantes de
méme que les doses a administrer et par conséquent de réduire les répercussions de
chacun de ces agents pour la santé de patients ainsi que les économies générées en
terme de moyens humains et matériels en font indéniablement des outils prometteurs
dans un contexte d’apparitions de plus en plus fréquentes d’infections réfractaires aux
thérapies usuelles. De plus, les antibiotiques restent des agents thérapeutiques de
premier ordre de par la possibilité de les employer comme traitements probabilistes a
large spectre dans des conditions difficiles, par exemple dans les régions dépourvues
d’infrastructures hospitalieres suffisantes, dans un contexte ambulatoire ou en situation
d’'urgence.

Dans un contexte ou l'utilisation des médicaments antibiotiques les plus répandus et
efficaces est régulierement confrontée a 'émergence de souches bactériennes de plus en
plus résistantes, les pénuries fréquentes et les options de développement de nouvelles
molécules de moins en moins nombreuses, la possibilité de ré-introduire des éléments de
susceptibilité au sein des populations de bactéries pathogénes offrirait d’avantage de
choix dans les protocoles thérapeutiques et permettrait d’utiliser de nouveau des
médicaments devenus inefficaces a grande échelle.

Au-dela de la problématique présentement étudiée, la possibilité d’introduire des génes
de susceptibilité par I'usage d'un vecteur auto-répliquant pourrait ouvrir la voie a de
nouvelles stratégies thérapeutiques, de méme que la programmation de virus en vue de
cibler des profils cellulaires spécifiques afin de limiter le développement de pathologies
prolifératives, comme par exemple certaines formes de cancer caractérisées des
marqueurs cellulaires spécifiques.
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Utilisation et efficacité des bactériophages dans la prise en charge des infections
résistantes aux antibiotiques

RESUME DE LA THESE

Dans un contexte actuel d’augmentation de D’incidence d’infections a bactéries multirésistantes et
d’épuisement progressif des stratégies thérapeutiques malgré la mise en place de plans d’action en terme de
prévention et d’usage raisonné des-dites stratégies, de nouvelles approches doivent étre envisagées.

Connus et étudiés depuis plus d’un siecle, les bactériophages, virus infectant les bactéries, sont d’ors et déja
utilisés pour le traitement d’infections séveéres comme des infections consécutives a la pose de prothéses
orthopédiques, les infections chroniques a Pseudomonas aeruginosa chez les patients atteints de
mucoviscidose ou encore les infections affectant les grands brilés. A cette fin, ils présentent plusieurs
caractéristiques intéressantes en terme de disponibilité, de sécurité, d’adaptabilité ainsi qu’un potentiel de
développement d’outils dérivés ayant des propriétés aussi bien préventives que curatives.

Au dela de la question de leur utilité, celle de leur place dans les stratégies de lutte contre les bactéries
multirésistantes et les infections dont elles sont responsables est aujourd’hui importante. L’emploi des bactériophages
ne faisant pas exemption aux problématiques régulicrement rencontrées dans le développement de nouvelles
approches médicales, telles que 1’apparition de résistances, un manque de recul sur les conséquences a court et/ou
long terme sur la santé des individus traités ou encore la difficulté d’une application pratique a grande échelle, il
semble nécessaire d’étudier ce type de thérapie a la fois comme remplagant potentiel des agents antibiotiques actuels
mais aussi comme élément complémentaire a ces derniers, non seulement dans le cadre d’un usage individuel et
immédiat mais aussi dans un contexte plus large et a plus long terme d’action de santé publique.
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