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INTRODUCTION



Depuis la création des antibiotiques, les bactéries n’ont cessé de
développer des résistances au point de devenir aujourd’hui une véritable menace
pour I’Homme. Alors que 52 millions de personnes dans le monde seraient
porteuses de staphylocoques résistants aux antibiotiques [1], les autorités peinent
a trouver une solution viable. Entre les industries pharmaceutiques qui se
refusent a de colteuses recherches en ce qui concerne les antibiotiques et la
surconsommation de ces derniers dans le monde, I’arsenal thérapeutique pour

lutter contre les bactéries s’amenuise.

De plus, aujourd’hui, pour diverses raisons, le développement de
nouvelles molécules est quasi inexistant a tel point que certains n’hésitent pas a

évoquer la fin d’une période et annoncent une ére « post antibiotique » [2].

C’est pourquoi on peut se poser la question de savoir s’il existe une
alternative a ce probleme. C’est la qu’entrent en jeu les bactériophages (ou
simplement phages), qui sont les virus naturels des bactéries (littéralement:
mangeurs de bactéries), ils reconnaissent, parasitent et tuent spécifiqguement,
pour la plupart d’entre eux, et pour chaque phage au moins une bactérie. En

revanche, ils sont incapables d’infecter les cellules végétales ou animales [3].

D’ou I’idée de nous pencher sur la question suivante: est-ce que les
bactériophages pourraient résoudre le probléeme de la résistance bactérienne

aux antibiotiques et ainsi constituer une possibilité de leur remplacement ?

Ainsi, redécouvrir la phagothérapie : qui est l'utilisation de phages
lytiques afin de traiter certaines maladies infectieuses d’origine bactérienne, et
qui a longtemps été négligée par les pays occidentaux grace au succes des
antibiotiques, tandis qu’elle est toujours employée et développée dans les pays

de I'ancienne Union Soviétique.



L’intérét de cette thérapie réside dans divers domaines parmi eux :
- Le traitement des maladies infecticuses chez ’homme
- La génétique
- La biologie moléculaire
- L’identification et typage des bactériophages
Les objectifs de notre these sont :
— Connaitre les caractéristiques des bactériophages
— Expliquer le mécanisme du principe lytique des bactériophages

— Montrer les nouveaux arguments en faveur d’une réhabilitation de la

phagothérapie

— S’arréter aux applications médicales des bactériophages



Historigue



I1.1. La découverte des bactériophages

L’histoire des phages a 94 ans. Aujourd’hui, il est admis que la

découverte du bactériophage appartient conjointement a deux microbiologistes :

- Frederick williamTwort : bactériologiste anglais qui a la propriété de la
description du principe lytique sur des colonies de Micrococcus, en 1915, il est
donc indubitable qu’il avait fait une interprétation imprécise et, surtout, n’avait
pas poursuivi ses recherches et encore moins envisagé une utilisation
thérapeutique. Il n’est donc pas contestable que le mérite de la phagothérapie

appartient a Félix d’Hérelle [4].

- Félix d’Hérelle : biologiste canadien d'origine francaise, qui a pressenti trés
tot le rapport entre un phénomeéne observe au laboratoire et le phénomene de la
guérison clinique en 1917. Pour lui, I’apparition de plages claires, observée dans
les boites de Petri sur lesquelles cultivaient les bactéries responsables de
dysenterie bacillaire, semblait annoncer la guérison. En effet, des le 9 décembre
1918, d’Hérelle apres avoir constaté que « la pathogénie et la pathologie de la
dysenterie bacillaire sont dominées par deux facteurs agissant en sens contraire :
le bacille dysentérique, agent pathogéne et le microbe filtrant bactériophage,
agent d’immunité », affirma que c’est « logique de proposer comme traitement
de la dysenterie bacillaire 1’administration, deés 1’apparition des premiers
symptdmes, de cultures actives du microbe bactériophage » [5]. Il eut a
s’intéresser a une épizootie de typhose aviaire [6] qui sévissait en France. Il
profita de cette occasion pour généraliser ses conclusions quant a I’histoire
naturelle de la guérison par le bactériophage. Il alla plus loin encore affirmant
dés ce moment que « I’'immunité est contagieuse au méme titre que la maladie

elle méme. Il résulte également des faits énoncés que I’ingestion d’une culture



du microbe bactériophage provenant d’une souche douée d’une virulence
exaltée pour le bacille pathogéne doit étre de nature a conférer I’immunité ».
D’Herelle a isolé¢ du bactériophage actif contre différentes espéces de bacilles

(outre les précédents, Escherichia coli, Proteus, plusieurs Salmonella) [7].

Il a démontré avec beaucoup d’assurance qu’il s’agissait d’un « microbe » et
non pas d’une « diastase ». Le principal critére démontrant la nature virale du

phénomene étant I’apparition de plages claires sur les boites de Petri.

En effet, il existe des milliers de bactériophages différents par leur
morphologie et leur spécificité et qu’a chaque espéce bactérienne correspond au

moins un phage.

D’Hérelle ne se doute pas de la découverte qui lui aurait valu le Prix
Nobel si les phages n’avaient pas €té observeés deux ans auparavant par Twort.
Ses observations sont alors présentées devant les membres de 1’Institut Pasteur.
Il poursuit ses recherches dans ce domaine ce qui lui vaut rapidement une
certaine renommee. L’Universit¢ de Montréal lui attribue méme un doctorat

honoris causa [8].
11.2. La naissance de la phagothérapie

D’Herelle a relateé ses toutes premieres tentatives de «phagothérapie» chez
des enfants a I’hopital Necker—Enfants Malades dans le service du Pr Hutinel au
cours de I’été 1919, non sans avoir préalablement absorbé et fait absorbe « son »
bactériophage a son entourage pour en vérifier I’innocuité. Cing enfants atteints

de dysenterie bacillaire furent traités avec succes.

Dés lors, de nombreux autres travaux furent entrepris. Le Japonais

Kabeshima, tout en contestant la nature méme du bactériophage, par 1’injection



intraveineuse d’un « bactériolysat du bacille de Shiga », éliminera le bacille

vivant de la bile de lapins [9].

Dés le début de ’année 1920, kabeshima, tentera de faire la démonstration

de la nature chimique du bactériolysat, qu’il appellera ferment[10;11].

D’Herelle s’¢était embarqué pour I’Indochine. Il avait rencontré Yersin, de
passage a Paris, qui lui avait proposé d’étudier les possibilités d’un traitement de

la peste bovine.

Au cours de son séjour en Extréme Orient, d’Herelle généralisa chez
I’animal le réle du bactériophage en tant qu’agent de guérison, non seulement
dans la peste du buffle, mais aussi la peste chez le rat et la flacherie -maladie
mortelle causee par l'ingestion de feuilles de mdrier infectées- chez le ver a soie
« Il n’avait eu, jusqu’ici, I’opportunité de rechercher le microbe bactériophage
que dans des maladies présentant des manifestations intestinales : dysenteries
bacillaires, fievres entériques, typhose aviaire ; dans toutes ces maladies, il avait

réussi a isoler un microbe bactériophage actif contre la bactérie pathogene.
Il était intéressant de vérifier si le fait restait limité aux maladies intestinales ou
s’il s’agissait d’un phénomeéne général de défense ». [2]

En 1927 D’Hérelle Collabore avec le Service médical indien pour la
prophylaxie du choléra par le traitement par bactériophages [12].

11.3. Enthousiasme et désenchantement

La phagothérapie semblait pouvoir étre géneralisée a un grand nombre
d’infections jusque-la souvent mortelles. C’est ainsi qu’apparut la
commercialisation de préparations a usage thérapeutique. Le principal germe

concerné était le staphylocoque, mais de nombreuses maladies infectieuses



cutanées, intestinales, génitales, respiratoires étaient traitées. Les résultats de la
phagothérapie souvent rapportés dans la presse scientifiqgue, et méme les
quotidiens et revues « grand public », éveillerent I’attention de plusieurs
entreprises pharmaceutiques importantes : Parke-Davis, Eli Lilly, Abbott et

Squibb aux Etats-Unis ou plus modestes en Allemagne et en Angleterre.

En France, les laboratoires Robert et Carriére, proposérent a d’Herelle
d’installer en 1928le laboratoire du bactériophage. La firme se réservait
I’exclusivité de la commercialisation pour la France. Les cinq spécialités a base
de phages (bacté-intesti-phage; bacté-coli-phage; bactérhino-phage; bacté-
pyo-phage ; bacté-staphy-phage) auront été pendant les années 1930 parmi les
dix meilleures ventes des médicaments de I’entreprise [13]. Une monographie a

fait la synthese des possibilités thérapeutiques connues [14;15] a cette époque.

En 1934, D’Hérelle recoit une offre étonnante : Staline lui propose de
venir créer un institut sur les bactériophages dans sa contrée d’origine, la
Géorgie. Socialiste a ses heures, D’Hérelle accepte et fonde avec son ami

géorgien Georges Eliava un institut qui porte le nom de ce dernier [16].

Les Allemands, quant a eux, se sont immédiatement engagés dans la
production a grande échelle des le début de la seconde guerre mondiale pour
traiter la dysenterie bactérienne. Il y a peu de données concernant 1’utilisation et
I’intérét de cette pratique pendantle conflit. L’analyse de suspensions de phages

saisies sur des prisonniers allemands ne donna pas une impression tres positive

21.



11.4. Déclin de la phagothérapie

La premiére decouverte des antibiotiques en 1945 et leur développement

avaient suscité un grand espoir dans la lutte contre les infections bactéfriennes.

Aprés la seconde guerre mondiale, ce traitement fut progressivement
abandonné par les pays occidentaux au bénéefice de la pénicilline et du

développement des antibiotiques durant la seconde moitié du XXéme siécle.

La phagothéerapie fut rapidement marginalisée,. puis €liminée de la
pratique occidentale alors qu’elle a continué d’étre utiliSée a grande échelle dans

les pays de I’Europe de I’Est [2].
11.5. Un espoir pour une réutilisation de la phagothérapie

En1980, le biochimiste britannique Fredefick Sanger recut le prix Nobel
pour avoir réussi a séquencer I'ADN en utilisant un phage. Et donc considéré les
bactériophages comme un outil fondamental,de recherches ainsi ont permis a

I’essor de la biologie moléculaire.

Les connaissances acquises, tant au laboratoire que dans la nature, sur les
phages eux-mémes et la relation.@vec leurs hotes sont aujourd’hui trés
nombreuses. Toutes les donngées accumulées depuis des décennies assurent une
meilleure approche et donnent I’opportunité de revoir la phagothérapie dans des

conditions satisfaisantes [17].


http://fr.wikipedia.org/wiki/1980
http://fr.wikipedia.org/wiki/Frederick_Sanger
http://fr.wikipedia.org/wiki/Acide_d%C3%A9soxyribonucl%C3%A9ique
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I11.1. Structure et morphologie

Le développement considerable des recherches sur la structure des
bactériophages a conduit a la description de nombreuses variétés
morphologiques et a I'élaboration d'une véritable anatomie ultra-structurale de

ces virus [18].

A ce jour, plusieurs milliers (environ 6000) de phages ont été décrits mais on

estime que seulement 10% d’entre eux ont été découverts [19]. (Figure 1)

A

Protéines
de
capside

Protéines

Z de queue
"moustaches" /, S\ 4 Intemal core: gp14,15,16 |/

(gp wac) ’

xS Head-tail connector: gp8
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o, Tail fiber. gp17

Lon, guas

fibres >
7" /*( N 2y
félateau %’\ i
/ de base S22

i Fibres longues
(attachement réversible)

tail fiber

Figure 1: Schémas illustrant la morphologie et les différentes protéines
structurales composant : (A)=>» le phage T4 (Myoviridae, queue contractile),
(B)=>»le phage T7 (Podoviridae, queue courte) et (C)=>»le phage SPP1
(Siphoviridae, queue non contractile). (D)=» Image prise en coloration négative
du phage A (Siphoviridae, queue non contractile) illustrant les différentes parties
le constituant notamment sa queue [20].
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a- La téte :

La téte du bactériophage a généralement une structure icosaedrique qui est
constituée par un noyau trés compact d’acide nucléique, entouré d’un enduit
protéinique ou capside. La capside est uniquement constituée de protéines dont
I’ensemble forme une enveloppe contenant et protégeant le génome viral (ADN

ou ARN, en simple ou en double brin).

D’une manicre similaire a ’ensemble des virus, la capside des phages a
queue est constituée par la répétition d’une protéine ou plusieurs protéines de

capside s’arrangeant suivant une symétrie icosaédrique [21;22].

En cela, les phages a queue se distinguent des autres familles de bactériophages
qui possedent certains membres ayant des capsides plus complexes constituées
par plusieurs couches protéiques et/ou des membranes lipidiques [23], ces
dernieres, assimilées a l'enveloppe d'un virus nu, sont responsables de la
sensibilité de ces phages « lipidiques » a l'activité des solvants organiques [18].
Les capsides a symétrie icosaédrique, constituées par de multiples copies de la
méme protéine, sont une solution économique d’un point de vue génétique pour
contenir et transporter un genome viral [24], et sont tres répandues en virologie
[25].

b- Le col :

La capside est amorcée par un connecteur qui est un complexe multi-protéique
situé¢ a I’'un des sommets de la capside, le connecteur est a la fois en interaction
avec elle, mais aussi avec ’ADN et les éventuelles protéines internes ainsi

qu’avec la queue du phage [26]. Le connecteur est 1’¢élément central de la

machinerie servant a I’incorporation de I’ADN viral dans la capside lors de la

12



réplication des phages dans la bactérie. Et c’est aussi en passant par le
connecteur puis la queue que I’ADN viral est injecté dans le cytoplasme de la
bactérie [27].Le composant principal du connecteur est la protéine portail a
laquelle s’ajoutent d’autres protéines de compléments suivant les phages. La
structure atomique du connecteur du phage ®29 montre que cette protéine
s’assemble sous la forme d’un dodécameére ayant un canal central de 35A

suffisamment large pour le passage d’un double brin d’ADN [28;29].

Bien que différente du point de vue de leur séquence primaire, la structure
du connecteur de plusieurs phages a queue (T3, T7, P22, SPP1) par cryo-
microscopie électronique suggéere une architecture commune a celle du phage
®29 pour ce composant essentiel dans I’assemblage des virions et dans

I’infection de nouvelles bactéries [30-32].
c- La queue :

La queue est un complexe multi-protéique assemblé indépendamment de la
capside et du connecteur. L’ancrage de la queue sur la capside au niveau du
connecteur termine le cycle d’assemblage des bactériophages. La queue des
phages est impliquée dans la reconnaissance et I’attachement aux bactéries
hotes, dans le transpercement des membranes bactériennes ainsi que dans le

transfert de I’ADN viral de la capside dans le cytoplasme [33]. (Figure 2)
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Figure 2:Processus d'infection du phage T4. (A)=» Attachement des fibres
longues a la surface bacterienne. (B)=» Le phage T4 attache le plateau de base a
la surface cellulaire. (C)=» Contraction de la queue entrainant le tube interne
jusqu’au peptidoglycane. (D)= Activation du lysozyme. (E)=» Le lysozyme
crée une ouverture dans la couche du peptidoglycane et la membrane interne de
la bactérie. (F)=» Injection et libération d’ADN dans le cytoplasme bactérien
[34].

L’analyse de la structure de plusieurs queues de phage a montré que la partie
se fixant au connecteur forme, chez les Siphoviridae et les Myoviridae, un tube a
symeétrie hélicoidale se terminant par une structure distale contenant les fibres
responsables de I’attachement a la surface de bactéries ainsi que les protéines

impliquées dans le transpercement des membranes bactériennes [35;36].
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Suivant le type de sous famille (Siphoviridae, Myoviridae ou Podoviridae), les
mécanismes de transpercement des parois bactériennes et de transferts de ’ADN
sont distincts. Le phage T4 (Myoviridae) posséde une queue contractile
constituée d’approximativement 20 protéines différentes. Ce type de queue
contractile fait penser a une seringue de par leur mode d’injection de I’ADN. La
fixation de maniére irréversible a la surface d’E. Coli des fibres courtes situées a
I’extrémité de la queue induit une réaction en chaine entrainant un changement
de conformation du plateau de base d’une forme hexagonale vers une forme en

étoile [37].

La contraction de la gaine externe de la queue commence alors et entraine
le tube interne, rigide jusqu’a la surface bactérienne [38]. Ensuite, ce tube passe
au travers des différentes couches composant la paroi des bactéries sous I’action
d’un complexe protéique constituant « I’aiguille » de la seringue [39]. Pour les
queues courtes caractéristiques des Podoviridae, la formation du canal au travers
des membranes bactériennes est initiée, chez le phage T7, par 1’éjection de
plusieurs protéines mineures contenues dans lacapside et possedant une activité

enzymatique [40].

Chez le phage T5 appartenant a la sous famille des Siphoviridae, la paroi
bactérienne est traversee par la pointe de la queue (pb2) au voisinage du

récepteur du phage, FhuA, créant ainsi le passage pour I’ADN viral [41].

Un scénario possible est qu’une fois les membranes transpercées par pb2,
I’interaction de pb5 avec FhuA est stériquement possible déclenchant par la

suite une réaction en chaine provoquant I’ouverture du connecteur.

Pour les phages qui n’ont pas de queue, 57% ont une[ morphologie |

polyédrique, 35% filamenteuse et 8% pléomorphique. On ne cite qu’un petit
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nombre de phages avec cette derniere morphologie contenant des génomes
d’ADN double brin.

I11.2. Classification

Les bactériophages constituent I'un des groupes d'organismes les plus
abondants dans la biosphére. lls jouissent d'une trés grande biodiversité. Nos
connaissances partielles de ces micro-organismes sont sans cesse remises en

cause par de nouvelles découvertes et le recensement est loin d'étre termine.

Un systeme de classification de phages a été elaboré par le Comité

international de taxonomie des virus (ICTV) au cours des dernieres déecennies.

La classification actuelle est basée sur leur morphologie et la nature de leur

acide nucléique (Figure 3).

dsDNA ssDNA
; © Q Microviridae
Podoviridao Corticoviridae Tauslivmdau STIV
Myoviridae < 2
Siphoviridae
Lipothrixvirldae
! -
Rudiviridae
ssRNA
e o o
‘Globuloviridae'  Plasmaviridao e
Q dsRNA
Guttaviridee  ‘Blcaudaviridae’ Fuselloviridee ~ Salterprovirus O noviridas

Figure 3 : Morphologie des principaux groupes de bactériophages [42].
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Comme tous les virus, les phages sont classés en fonction de la nature de leur
acide nucléique et de leur structure (type de symétrie, présence ou absence d'une
enveloppe).

L’ICTV établit I’ordre descaudovirales (phages a queue), comprenant les 3
familles: les familles MYOVIRIDAE (virus avec queue contractile),
SIPHOVIRIDAE (virus a longue queue non contractile) et PODOVIRIDAE

(virus @ queue courte non contractile).

Au début de 2005, les phages sont classés en 14 familles et un genre non

classe (Tableaul).

Tableau 1:Classification des bactériophages

Famille Genre Espéce Description
T4-like viruses coliphage T4
P1-like viruses coliphage P1
P2-like viruses coliphage P2 Queue longue contractile,
Myoviridae Mu-like viruses coliphage Mu génome linéaire dsDNA
SPO01-like viruses Bacillus phage SP01
@H-like viruses Halobacterium phage @ H
like viruses coliphage/
T1-like virus coliphage T1
T5-like viruses coliphage T5 Queue longue non
Siphoviridae L5-like viruses Mycobacterium phage L5 contractile, genome linéaire
c2-like viruses Lactococcus phage c2 dsDNA
PM1-like viruses Methanobacterium phage ¥M1
T7-like viruses coliphage T7
P22-like viruses enterobacteria phage P22
Podoviridae @29-like viruses Bacillus phage 29 Queue courte, non contractile
génome lineaire dsDNA
Plasmaviridae | Plasmavirus Acholeplasma phage L2 Enveloppé, pléomorphique,
génome linéaire dsDNA
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Lipothrixviridae

Lipothrixvirus

Thermoproteus virus TTV1

Enveloppé, forme batonnet,
génome linéaire dsDNA

Rudiviridae Rudivirus Thermoproteus virus TTV4 Non enveloppé, en forme
batonnet, génome linéaire
dsDNA

Fuselloviridae | Fusellovirus Sulfolobus virus SSV1 Non enveloppé, en forme de

citron, génome circulaire
dsDNA

Genre non classé
SNDV

Sulfolobus virus SNDV

En forme de gouttelette,
génome
circulaire dsDNA

Inoviridae InovirusPlectrovirus coliphageFf Non enveloppé,
Acholeplasma phage L51 filamenteux ou en forme
batonnet, génome circulaire
ssSDNA
Microvirus Coliphage ®X174
Microviridae Spiromicrovirus Spiroplasma phage SpV4

Bdellomicrovirus
Chlamydiamicro-virus

Bdellovibrio phage MAC1
Chlamydia phage Chpl

Non enveloppé,
icosaédrique, génome
circulaire ssDNA

Cystoviridae Cystovirus Pseudomonas phage &6 Enveloppé, icosaédrique,
génome fragmenté dsARN
Levivirus enterobacteriophage MS2 Non enveloppé, icosaédrique,
Leviviridae Allolevirus enterobacteriophage Qp génome Linéaire SSARN

En outre la plupart des genres de phages ont été assignés par un nom
vernaculaire latinise, 6 genres ont été crées au sein de la famille Myoviridae
(Tableau 2), 6 dans la famille Siphoviridae (tableau3) et 3 dans la famille

Podoviridae (Tableau 4) [17].
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Tableau 2:Les signes distinctifs des genres Myoviridae

riétes
Infection Génome Hotes
Genres des phages
~ 170 |kbp], avec Acinetobacter,
T4-like phages permutation circulaire, Aeromonas,
Virulents cytosine replacé par le 5 Pseudomonas,
hydroxymethylcytosine Vibrio
~ 100 |kbp|, avec Aeromonas,
P1-like phages Tempérés permutation circulaire Vibrio
limitée
~ 33 |kbp|, le génome
P2-like phages Tempérés Unique Hemophilus
~ 40 |Kbp|, consistant du
Mu-like phages Temperes génome de phage avec enterobacterie
DNA de cellule
140-160 |kbp|, le génome
SP01-like phages unique, thymine replacé
Virulents par le 5- Bacillus sp.
hydroxymeéthyluracil
~ 59 |kbp| linéaires ds
[1H-likeviruses Tempérés DNA, avec permutation Halobacterium

circulaire
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Tableau 3:Les signes distinctifs des genres Siphoviridae

iétes
Phages

Infection

Génome

Hotes

[1-like phages

Tempérés

~ 49 |kbp], le
génome unique

Entérobactérie

T1-like phages

Virulent

~ 49 |kbp|, avec
permutation
circulaire limitée

Entérobactérie

T5-like phages

Virulent

~ 121 |kbp|, unique

Vibrio

L5-like phages

Tempérés

~ 49 |kbp], le
génome
Unique

Mycobacteriumsp.

c2-like phages

Virulent

~ 49 |kbp], le
génome
Unique

Lactococcussp.

[1M-likeviruses

Virulent

~ 30 |kbp| linéaires
dsDNA, avec
permutation
circulaire

Methanobacteriumthermoautotrophicum

Tableau4:Les signes distinctifs des genres Podoviridae

ropriétés Infection Génome Hotes
Genres
~ 40 |kbp|, le génome Kluyvera,
T7-like phages Virulents unique Pseudomonas,
Vibrio
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3. Mise en évidence et numération des bactériophages

Par diffusion, les phages rencontrent leurs cibles, se multiplient uniquement
dans les bactéries en croissance. Une bactérie infectée va libérer les virions au
sein du tapis bactérien en pleine croissance ce qui va conduire a I’infection -
grace a la diffusion- puis a la lyse des bactéries avoisinantes en phase de

croissance, et ce au rythme du cycle du phage.

L’arrét de D’infection se fait naturellement lorsque les bactéries ne se
multiplient plus. Le diametre d’une plage de lyse ayant pour origine 1’infection
d’une seule bactérie par un phage dépend de I’efficacité¢ d’infection, de
multiplication, de lyse et de diffusion du bactériophage. Si le nombre des
bactériophages mis au contact des bactéries est trop élevé, le phénoméne
d’éclaircissement est généralisé a tout le tapis bactérien, la lyse est a confluence
des plages. En fonction de sa concentration, chaque dép6t donne une tache claire
de plages de lyse a confluence ou une tache trouble parsemée de petites plages

de lyse. Le dénombrement grossier est ainsi possible (Figure 4).

Figure 4 : culture de Staphylococcus aureus : -a gauche=colonies nombreuses

- a droite=colonies rares [3]
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Statistiquement, chaque bactériophage s’est adsorbé a une bactérie et une seule
et conduit a ’apparition d’une plage claire (plage de lyse) au niveau de la

culture [43].
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IV.1. Fonctionnement d’un bactériophage :

Tout d’abord, pour infecter une bactérie, un phage va venir se fixer sur
celle-ci en reconnaissant des récepteurs spécifiques sur sa paroi. Apres s’étre 1ié
a la bacteérie, celui-ci va injecter son matériel génétique qui peut se présenter
sous la forme d’ARN ou d’ADN a simple ou double brin. Une fois a ’intérieur,
son matériel génétique utilise le métabolisme de la bactérie afin de synthétiser
les éléments viraux nécessaires a la replication des phages. Entre temps, ce
méme matériel génétique viral commande la synthése d’une enzyme spécifique
responsable de I’éclatement de la paroi bactérienne : I’endolysine. Enfin, la
nouvelle génération de phages est libérée et le cycle recommence. Ce cycle est

appelé cycle lytique. 1l dure environ trente minutes.

On note, toutefois, I’existence d’un autre cycle parallele au précedent
appelé cycle lysogénique avec la capacité d’intégrer le génome au sein de celui
de son hote et de rester ainsi «silencieux». L’intérét de la phagothérapie est
d’utiliser les phages lytiques, les plus virulents, ceux a l’origine de la lyse

bactérienne [44].

On distingue donc deux classes de phages :Les phages lytiques (la tres
grande majorité) et les phages tempérés (10 a 20% des phages présents dans la

nature).

Sous I’influence de certains signaux, le génome du phage tempéré
s’excise et entame alors un cycle lytique complet identique au cycle des phages
strictement lytiques. En réalité, les observations effectuées en laboratoire
montrent que seule une petite fraction des phages tempérés « choisit » d’intégrer

son génome.
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La tres grande majorité se comporte comme des phages strictement lytiques.
Pour simplifier et conclure sur la nature des phages, on peut retenir que tous les

phages sont lytiques et que seuls quelques-uns manifestent un caractere tempéré.
[45]

IV.2. L’infection lytique, les phages virulents :

Le processus infectieux d’un bactériophage lytique débute par sa fixation sur

un motif (cible) spécifique situé a la surface de la bactérie hote (Figure 5).

Le cycle lytique:

O

adsorption

bactériophages
agrandis 10 fois

2]

injection

synthése des copies du matériel génétique
et des protéines du bactériophage

(3]
infection &

assemblage des
nouveaux bactériophages

bactériophages
al'échelle de la bactérie

Figure5: Cycle Iytique d’un bactériophage [3].

Si le nombre de bactéries et de bactériophages n’est pas dans un rapport
optimal, I’infection ne se produit pas [46]. Si elle a lieu, la bactérie donne

naissance a plusieurs dizaines de phages en moins d’une heure et est lysée. Les
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nouveaux phages rencontrent les bactéries voisines et reproduisent d’autres
cycles lytiques. Ainsi, le nombre de phages augmente de facon exponentielle,
tandis que le nombre des bactéries diminue rapidement. Dés que la quantité de

bactéries est trop faible, le processus s’arréte.

Au cours de la réplication des génomes (ADN), qu’ils soient bactériens ou
phagiques, il se produit (spontanément a des taux variables) des erreurs de copie
(appelées mutations) du matériel geénétiqgue qui créent une population
hétérogéne. Pour les bactéries, le hasard d’une mutation peut modifier des

récepteurs présents a leur surface.

Ces bactéries deviennent alors résistantes au bacteriophage. Mais les
bactériophages produits en tres grand nombre sont capables, par le méme

processus, de s’adapter aux modifications des récepteurs bactériens.

Sous I'influence des mutations successives, bactéries et bactériophages
évoluent dans un balancement dynamique continuel qui autorise alternativement
le développement de 1’'un ou de l’autre des deux acteurs, tout en assurant la

pérennité de 1’autre [46].
a-L’adsorption spécifique :

La rencontre d'un phage et d'une bactérie se fait au hasard et sa probabilité
dépend du nombre de bactéries et de phages. Le phage se fixe sur des récepteurs
spécifiques de la bactérie présents soit sur la paroi (lipo-polysaccharide,
proteines, acides teichoiques) [47], soit sur la membrane cellulaire (bactéries
appartenant a la classe des Mollicutes), soit sur les flagelles, soit sur les pili
communs soit sur les pili sexuels. Dans ce dernier cas, les phages, sont qualifiés

d’anti-méles. C'est le cas des phages classés dans la famille des Leviviridae[17].
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Pour les phages de I'ordre des Caudovirales, la fixation fait intervenir une fibre

de la queue qui se lie a un récepteur de la paroi (Figure 6).

Figure 6: Les phages T4 adsorbés a la surface d'Escherichia coli, vus au
microscope électronique, on remarquera que le phage central a déja injecte son
ADN. [48].

Tres rapidement les autres fibres se fixent sur le récepteur ce qui arrime
solidement le phage a la bactérie et permet la mise en contact de la plaque

terminale avec la paroi bactérienne.

Pour que l'adsorption soit possible, il faut que les récepteurs phagiques et
bactériens présentent une étroite spécificité I'un envers I'autre. Une bactérie n'est
donc sensible qu'a un nombre limité de phages et un phage n'est capable

d'infecter qu'un nombre restreint de bactéries.
b-Pénétration (injection) du génome phagique dans la bactérie :

La pénétration est variable selon les phages. Certains d'entre eux pénetrent
en totalité dans la bactérie et I'acide nucléique n'est libéré qu'apres desintégration
de la capside. Pour d'autres bactériophages, seul I'acide nucléique pénetre dans

la cellule.

Dans le cas des Myoviridae, le lysozyme présent au niveau de la plaque

terminale provoque une destruction du peptidoglycane et une perforation de la
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paroi. De maniere concomitante, le contact entre la plaque terminale et la paroi
provoque la contraction des anneaux protéiques de la gaine contractile ce qui
conduit a une pénétration du canal central dans la bactérie. L'ADN double brin
présent dans la téte du phage transite dans le tube central creux et il est injecté

dans le cytoplasme bactérien. [17]
C -L’expression du génome viral :

La multiplication nécessite I'expression du génome injecté qui va
détourner la machinerie de biosynthése de la cellule héte pour la synthese des
acides nucléiques viraux et de proteines necessaires pour assembler les

progénitures des virions.

Les phages avec génomes de petit ADN (ont la capacité limitée de
codage) utilisent L'ADN et I'ARN polymérases de la cellule héte pour la
réplication et la transcription de I'ADN, alors que les phages avec génomes de
large ADN (et, par consequent, une plus grande capacité de codage),

géneralement encodent L'ADN et I'ARN Polymeérases de phage.

Les phages a ARN encodent I’ARN-polymérase par un ARN-dépendent
(aussi appelé replicase ou transcriptase) pour la réplication et la transcription
d'’ARN du phage.

Il n'y a pas de régulation temporelle de I'expression des génes pour les
phages de petits génomes: la quasi-totalité des genes du phage commence a étre
transcrite et traduite peu apres l'injection, ces géenes continuent a étre exprimes

tout au long de l'infection.

En revanche, la multiplication des phages avec génomes de large ADN

exige la regulation temporelle de la synthése de macromolécules du phage qui se
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produites habituellement pendant les trois phases: la synthése des produits

précoces, de la progéniture d’ADN du virus et, enfin, des produits tardifs.

Les produits précoces codent I'ADN, I'ARN et les protéines de synthese
de I’hote et adaptent un mécanisme cellulaire de biosynthése de phages qui
commence par la réplication de 'ADN du phage. Les produits des genes tardifs
codent pour des produits nécessaires pour l'assemblage des progénitures du
phage. [17]

d-L'Assemblage des progénitures du phage :

L'assemblage est un phénomene complexe, il existe trois "chaines de

montage™ spécialisées dans I'assemblage de la téte, la queue et des fibres.
d.1. Latéte :

L’assemblage de beaucoup de virus consiste en une succession
d’événements qui peuvent se décomposer en la formation d’une particule
précurseur, non infectieuse qui par la suite est convertie en une forme mature,
infectieuse. Cette dernicre transition est appelée maturation. L’étude des cycles
d’assemblage de phages est fondamentale afin d’isoler les protéines ayant une

fonction cruciale voire inhibitrice dans les assemblages viraux.

Le cycle menant a la production d’une capside mature contenant I’ADN

varie d’un bactériophage a un autre.

Plusieurs cycles d’assemblage de phages a queuesont été étudiés en détail
parmi lesquelles ceux des bactériophages T4, T7, HK97, 4 d’E.Coli, P22 de
SalmonellaTyphimurium, ®29 et SPP1 de Bacillus Subtilis. Ces études ont
montré que chaque bactériophage adopte ses propres stratégies pour la

construction de sa capside. Néanmoins, d’un phage a un autre, des protéines
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ayant des fonctions similaires sont utilisées pour 1’assemblage de la capside de

phages qui au final ont des tailles et formes variées [49]. (Figure 7)

Assembly Capsid Proteins @ 959 Connector @
@ ¢ ) Scaffolding 1 > i Terminase @&
Protease Gg% Accessory Proteins >§A
Procapsid Processed Expansion Packaging

Procapsid during DNA packaging almost complete

Termlnase <895 ot
Scaffolding Release £, \ Ready to acquire
intact or degraded / dsDNA ADE tail & tail fibres
~
Capsid Plrotem AA
proteolysis PN
removes A-domains Head Stabilization

outer protein addition or
covalent crosslinks

Figure 7. Schéma général des différentes étapes dans I’assemblage des capsides
des phages de la famille des Caudovirales ainsi que les différentes proteines
invariablement impliquées : protéines de capside, protéine d’échafaudage,
protéase, terminases, protéine(s) formant le connecteur, protéine de décoration
[49].
d.1.1. La formation d’un précurseur : la procapside

In vivo, le point de depart de la construction de la procapside est
généralement admis comme étant chez beaucoup de phages la protéine portail.

Cette protéine forme un dodécamére en forme d’anneau [50;51] qui par la suite

deviendra le composant central du connecteur [52].

Ce dodécamere sert en quelque sorte de point de nucléation a la
polymérisation de la (ou les) protéine(s) de capside majeure sous le controle de

la protéine d’échafaudage (ou du domaine N-terminal de la protéine de capside
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majeure dans le cas ou le phage ne posséderait pas de protéine d’échafaudage

indépendante [53]).

En I’absence de protéine d’échafaudage, les structures formées sont
souvent aberrantes et non fonctionnelles [54]. Pour le phage P22, 1’assemblage
d’une procapside correcte se fait par ajout successif des protéines de capside,
seule ou en complexe avec la protéine d’échafaudage suivant le type

d’interactions locales possibles [55].

La procapside des phages a queue est une capside virale non infectieuse,

instable, de taille plus petite que la capside finale [56;57].
d.1.2. Clivage protéolytique

D’une maniére générale, une procapside de bactériophage est constituée
par le connecteur a I'un de ces sommets, les multiples copies de la (les)
protéine(s) de capside majeure et les protéines d’échafaudage. La totalite¢ des
protéines de capside majeure s’arrange suivant une symétrie icosaédrique
contrairement au connecteur [58;59] et aux protéines d’échafaudage [60]qui

sont autant de brisure de symeétrie.

L’¢étape suivante dans le cycle d’assemblage des bactériophages a queue
est I’élimination des protéines d’¢échafaudage ou des domaines ayant cette
fonction soit par clivage par la protéase virale contenue dans la
procapside[61;62] ou soit sous une forme intacte lorsqu’il n’y a pas de protéase
virale (phage T7 [63] et P22 [64] par exemple). Entiéres ou fragmentées, les
protéines d’échafaudage sont évacuées par les pores de la procapside et il en
résulte donc un volume interne plus grand, nécessaire a 1’incorporation de la
totalité de I’ADN viral.
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d.1.3. L’expansion : transition procapside — capside

L’ ¢étape concomitante a 1’¢limination des protéines d’échafaudage est
I’incorporation de ’ADN viral dans la capside. Cette entrée se fait par le
connecteur formé dans les cas les plus simples par la protéine portail et les petite
et grande sous unités d’enzymes virales appelées terminases. Ce processus a été
longtemps étudié et I’'un des scénarios et que le connecteur se comporte comme
un moteur moléculaire qui, a chaque hydrolyse d’ATP, tourne d’un certain pas

entrainant avec lui I’ADN a I’intérieur de la capside [65].

Une fois la totalit¢é de I’ADN introduite, celle-ci est clivée par les
terminases et 1’ouverture du connecteur est bloquée par 1’ajout de protéines de

complément et de la queue du phage.

In vivo, ’entrée d’une molécule fortement chargée négativement comme 1I’ADN
a l’intérieur de la procapside, déja déstabilis¢ par le départ des protéines
d’échafaudage, force progressivement les protéines de capside majeure a se
réorganiser, tout en conservant 1’intégrité de celle-ci, jusqu’a ce que s’¢tablissent
de nouvelles interactions entre sous unités comme cela a été montré in vitro avec
le phage HK97 [66].
d.1.4. La stabilisation

Pour s’accommoder de la présence de I’ADN emmagasiné sous pression
dans sa capside (environ 6MPa pour une concentration maximale de 500 mg/ml)
[67], la plupart des bactériophages ont recours a une derniére étape visant a

augmenter la stabilit¢ de I’ensemble capside/ADN. Deux stratégies différentes

sont employées :
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o L’addition en surface d’une ou plusieurs protéines de capside mineure (la
protéine GpD pour le phage 4[68;69], les protéines Hoc et surtout Soc pour le

phage T4) [70]qui augmentent la résistance globale de la capside.

o L’¢établissement de nouvelles liaisons covalentes, par un mécanisme auto
catalytique, entre toutes les sous unités de la protéine de capside majeure
créant un enchevétrement des sous unités les unes avec les autres a la maniére

des anneaux d’une chaine [71;72].
d.2. La queue:

On prend comme exemple I’assemblage de la queue du phage T4, dont au moins
les produits de 22 génes sont impliqués dans I'assemblage de la queue du phage
T4. La voie d'assemblage de la queue est strictement basee sur les interactions

des protéines par ordre séquentiel [73].

Les baseplates, remarquablement ont une structure multi-protéiques
complexes qui sert d'unité de contrdle de l'infection par le T4, sont assemblées
en premier. Le baseplate est composé d'environ 150 unités d'au moins les
produits de 16 genes différents sont oligomériques. Le baseplate est assemblé a
partir de six portions identiques. Le gpl11 (le STF connectingprotein), gp10, gp7,
gp8, gp6, gp53, et gp25 sont combinées pour construire un coin. Le noyau
central est constitué par gp5, gp27 [74] et gp29. L’assemblage de baseplateest
complété par I'adjonction de gp9, le STF-connexion protéines, STFs, gp48, et
gp54. Les deux derniéres protéines sont nécessaires pour initier la
polymérisation du tube de la queue. Le tube de queue est terminé avec gp3
[75;76]. Le tube de la queue sert de modele pour l'assemblage de gpl8 qui
forme la gaine contractile de la queue.
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La longueur du tube de la queue est probablement déterminée par la gp29,
qui participe également a l'assemblage des baseplates[77]. La longueur de la
gaine de la queue est déterminée par le tube. Le tube de la queue et la gaine ont
une symeétrie hélicoidale avec une hauteur de 40.6A° et des sous-unités répétées

successivement tous les 17.7A° [73].

L'assemblage de la queue est complété par une gpl5 hexamere qui lie le
dernier anneau de la gaine de la queue [78].La queue s’associe a la téte apres
compactage de I'ADN. L’assemblage de la queue et de la gaine représente une
structure metastable supramoléculaire qui subit des changements de
conformation apres liaison des phages a des récepteurs de la cellule hdte. Au
cours de la contraction irréversible, la longueur de la gaine diminue de 980 a
360A°, et son diamétre extérieur augmente de 210 a 270A° [79].

d.3. Les fibres :

Le phage T4 contient trois types de protéines fibreuses: des fibres longues
(LTFs), des fibres courtes (STFs), et moustaches. Chaque LTF se compose par
une partie proximale codée par le géne 34 et une partie distale codée par le gene
37. Les deux parties sont reliees par gp35 et gp36 qui forment une région
charniére. Les protéines qui forment la LTF sont homotrimeres, sauf que pour

gp35 est assemblé comme un monomere.

Les fibres courtes (STFs) codées par gpl2 qui interagissent avec le

lipopolysacharide de la bactérie lors de 1’infection [73].
e- La lyse de la bactérie :

La plupart des phages néoformés nécessite la lyse bactérienne. Dans ces

cas, un produit de gene de virus est produit et hydrolyse progressivement le
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peptidoglycane de la cellule héte, affaiblissant ainsi suffisamment la cellule et

une pression osmotique interne peut éventuellement provoquer la lyse cellulaire.

L’exception de libération par ce mécanisme est les phages filamenteux,
qui sont libérés par extrusion a travers les membranes cellulaires, et les phages
mycoplasmiques, qui sont libérés par bourgeonnement a travers les cellules de
I'néte. Les infections productives conduisent a la libération de 20 a 1000 de
phages par cellule infectée, en fonction des conditions de la croissance cellulaire
[17].

IV.3. L’infection non lytique, les phages tempérés :

La différence majeure entre un phage tempéré et un phage lytique réside
dans le fait que le phage tempéré a la capacité d’intégrer son génome a celui de
son héte (bactérie), de rester ainsi « silencieux » et de se multiplier avec lui

(cycle lysogenique).

Ces phages tempérés, encore appelés « prophages », sont copiés a chaque
division cellulaire avec I’ensemble de I’ADN appartenant a la bactérie hote,
jusqu’au moment ou, sous 1’influence de certains stimuli (comme les UV, par
exemple), le génome du phage s’excise. D¢s lors, le phage « libéré » entame un
cycle complet a I’instar des phages strictement lytiques. C’est au moment de
cette excision que le phage tempéré est capable d’ « emprunter » de maniere
aléatoire une partie du génome de son ho6te pour infecter des hotes

phylogénétiqguement proches.

En apportant du matériel de la bactérie précédente et en I’intégrant dans une
nouvelle bactérie, il en découle des remaniements génetiques. Ultérieurement, le

phage, initialement tempéré, retrouve cet état ou réalise un nouveau cycle
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lytique. L’analyse (par séquengage) des génomes bactériens permet d’observer
I’importance de 1’impact des bactériophages tempérés dans la nature sur
I’évolution bactérienne. Le record serait atteint par le génome d’E.coliO157 :
H7 qui accumule un tel nombre de prophages que cette bactérie n’est plus qu’un
énorme prophage. Bien qu’ayant une importance majeure, les phages tempérés
ne représentent qu’une faible partie (environ 10 %) des phages actuellement

connus présents dans la nature.

De ces notions, bien établies aujourd’hui, il en résulte que 1’utilisation en
phagothérapie de phages tempérés est a écarter. Elle n’offre pas d’intérét avec
I’objectif de détruire les bactéries pathogenes. En revanche, cette capacité de
transporter des fragments d’ADN d’une bactérie hote a 1’autre fait que ces
phages sont utilisés au laboratoire comme « outils » vecteurs par les généticiens.
[80]
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Le cycle lysogénique (Figure 8) se présente selon le schéma suivant :
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Figure 8 : Schéma général du cycle de vie du bactériophage tempéré A [81].

Des bactériophages, appartenant tous a l'ordre des Caudovirales, sont appelés
des phages tempérés. Ces phages peuvent établir avec les bactéries des rapports

de longue durée, éventuellement réversibles, qualifiés de lysogénie.

La bactérie est dite lysogene et le cycle de réplication phagique est appelé
cycle lysogénique. Au cours de la lysogénie, I'ADN phagique est intégré au
chromosome bactérien sous la forme d'un prophage incapable de se répliquer de
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facon autonome. La réplication du prophage est liée a celle du chromosome

bactérien.

La lysogénie a été découverte avec le phage A (Enterobacteria phage 1)
infectant Escherichiacoli [82]. Le phage A (famille des Siphoviridae) est
constitué d'une téte et d'une queue non contractile. L'’ADN phagique est un ADN
bicaténaire, linéaire, possédant a ses extrémités des brins monocaténaires (12
nucléotides), dont les séquences en bases sont complémentaires ce qui permet
des appariements. Ces séquences monocaténaires sont parfois déenommées bouts

collants.

Apres la pénétration du génome phagique dans le cytoplasme bactérien,
I'’ADN phagique se circularise grace a l'appariement des bouts collants. Sous
forme circulaire, 'ADN du phage A s'inteégre dans le chromosome bactérien, sans
perte de matériel génétique. Cette intégration fait intervenir le géne int qui code
pour une intégrase ainsi que des sites d'attachement (sites att) présents sur
I'’ADN phagique (att P) et sur 'ADN bactérien (att B). Le site att B est situé

entre les opérons galactose (gal) et biotine (bio).

Sous forme intégrée, I’ADN phagique ou prophage perd ses capacités de
réplication autonome, il se répliqgue en méme temps que le chromosome

bactérien et, lors de la division bactérienne, il est transmis aux cellules filles.

Le phage A ne s'intégre qu'entre gal et bio, mais d'autres phages, comme le
phage P2 (Enterobacteria phage P2, famille des Myoviridae) d’Escherichia coli
ou le phage P22 (Enterobacteria phage P22, famille des Podoviridae) des
salmonelles, peuvent avoir plusieurs sites d'intégration. Le phage Mu-1
(Enterobacteria phage Mu-1, famille des Myoviridae) peut s'intégrer totalement

au hasard sur une molécule d'’ADN bactérien.

38



La lysogénie présente deux caractéristiques : (i) une absence d'expression des
genes phagiques impliqués dans le cycle productif et (ii) une protection vis-a-vis
de l'infection par un phage homologue. Ces deux caractéristiques sont liées a la

présence d'un répresseur.

Le répresseur est une protéine synthétisée par le bactériophage et qui se
fixe sur des opérateurs viraux. Ce répresseur bloque la majorité des fonctions
virales et seules quelques fonctions précoces sont conservées et peuvent
s'exprimer dans la bactérie lysogene. Le répresseur peut étre inactivee et cette
inactivation permet l'expression du prophage et conduit a un cycle productif

analogue a celui étudié pourlephageT4.

L'induction (ou passage d'un cycle lysogénique a un cycle productif) peut
étre spontanée ou induite. L'induction spontanéee est rare. Selon le phage et la
bactérie, elle se produit & une fréquence variant de 107 (toutes les 100 divisions
bactériennes) & 10°. La fréquence de I'induction est augmentée par les rayons
UV, les rayons X, I'ypérite, I'éthylene-imine, des peroxydes organiques, etc. Ces
agents inactivent le répresseur et permettent alors I'expression totale du génome
phagique. Le géne xis permet la synthese d'une excisase qui, associée a
I'intégrase, inverse son processus et permet une excision. Le prophage est alors

libére et le cycle productif peut se dérouler normalement.

Une modalité particuliére d'induction est obtenue en croisant une bactérie
lysogene et une bactérie non lysogene. Dans ces conditions, on n'obtient pas de
recombinants car les bactéries non lysogénes sont lysées. En effet, lorsque le
prophage de la bactérie lysogene pénétre dans la bactérie non lysogene,

dépourvue de répresseur, le prophage s'excise et déclenche un cycle productif.
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Cette induction provoquée par la conjugaison est appelée induction

zygotique[83].

Le prophage apparait donc comme un gene létal potentiel, existant a I'état

réprimé chez une bactérie et transmissible a la descendance.
IV.4. Modification de la pathogénie des bactéries par les bactériophages

Avec le temps, de nombreux résultats de recherche montrent que non
seulement les phages contribuent a 1’évolution des bactéries par le biais de la
transduction mais, aussi ceux-ci contribuent directement a la toxicité des
bactéries. L’acquisition de nouveaux genes par I’intermédiaire d’un phage
lysogene peut, dans certains cas, modifier sensiblement la pathogénie de la
bactérie. Ainsi, il a été montré que certaines toxines contribuant
significativement a la nocivit¢ d’une bactérie sont codées par des genes de
bactériophages. Par exemple, la toxine du choléra est contenue dans le génome
du Dbactériophage filamenteux CTX®qui infecte les bactéries Vibrio
Cholerae[84].

Par ailleurs, certains genes portés par des phages peuvent modifier
profondément n’importe quelle étape du processus infectieux d’une bactérie
comme [’adhésion, la colonisation, ’invasion, la résistance aux défenses

immunitaires, la sensibilité aux antibiotiques et la transmissibilité entre humains.
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AVANTAGES ET INCONVENIENTS
DE LA PHAGOTHERAPIE



V.1. Les avantages de la phagothérapie

v' Un avantage trés important concerne la résistance des bactéries vis-a-vis
des bactériophages. En effet, cette résistance existera toujours. Mais a la
différence des antibiotiques, les bactériophages sont des organismes « vivants ».
Certes, on peut contester I'appellation « vivant » concernant ces virus, mais ce
ne sont pas de banales molécules inertes. Les bactériophages évoluent, au méme
titre que les bactéries. Les phages changent avec le temps par des mutations et
ils auront toujours la capacité d'infecter les bactéries, méme si ces derniéeres
développent de nouvelles résistances.

Donc les bactéries multi-résistantes aux antibiotiques continuent a étre
attaquées et tuées par les bactériophages virulents. Il s’agit de processus aussi

ancien que la vie sur terre en constante évolution [3].

v A ladifférence des antibiotiques, les bactériophages ont la capacité de se
répliguer et ceci tres rapidement. On peut donc réaliser de nombreuses
économies, tant sur le plan financier que sur le plan humain. Du fait de la
multiplication des phages, il n'est pas nécessaire d'administrer de fortes doses de
phages, ni de le faire sur le long terme. Tant que l'infection pathogene persiste,
les phages persistent.

Le codt du traitement par les phages est donc beaucoup plus faible que celui

des antibiotiques. On peut donc aisément constituer des « stocks».

Un argument qui peut peser face aux antibiotiques, est la diversité des
bactériophages. A quelques rares exceptions pres, il existe au moins un
bactériophage qui peut infecter une bactérie [16]. Il ne reste plus qu'a isoler le

ou les phages pour s'attaquer a une infection donnée, chose tres aisée face aux
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annees de recherches qu'implique la découverte d'une nouvelle famille
d'antibiotiques.

v' L’avantage de I’étroite spécificité des bactériophages pour leur cible
réside dans le fait qu’ils ne se multiplient qu’au sein de I’infection. Cette
particularité les oppose aux antibiotiques, responsables du déséquilibre des
flores, elles-mémes a 1’origine de troubles digestifs, mycoses et infections
opportunistes secondaires. Il est, en outre, nécessaire d’administrer les
antibiotiques régulierement pour palier leur élimination (destruction et/ou
excrétion) continue par I’organisme.

A TP’inverse, le bactériophage se multiplie in situ tant qu’il rencontre la
bactérie et est éliminé aprés la guérison de I’infection. Comparé a un
antibiotique, une suspension de bactériophages peut étre considérée comme
un médicament « intelligent » et, de surcroit, sans effets secondaires

majeurs. [3]

v Pearl et al. [85], auraient montré que méme des bacteries quiescentes -
c’est a dire que ces bactéries disposent d’un mécanisme de défense consiste
a produire un polysaccharide qui leur permettent de persister a 1’¢tat
quiescent au sein de microcolonies- pouvaient étre lysees par des

bactériophages, chose qui n’est pas démontrée avec les antibiotiques.

V.2. Les inconvénients de la phagothérapie

o Un inconvénient, qui est aussi un avantage dans certains cas, est beaucoup
plus problématique: celui de la flexibilité du genome des phages. En effet, il est
trés facile de manipuler génétiqguement ces virus. Cette propriété a contribué au

développement du génie génetique [86]. Les transferts de genes sont fréquents,
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non seulement entre souches de bactériophages, mais aussi entre bactéries. Et
ceci peut avoir de graves conséquences lorsque les génes transférés sont des
génes de résistance aux antibiotiques ou aux bactériophages. Pire encore, les
phages peuvent transporter dans leur génome des génes de pathogénicité. Et si
I’un d’entre eux transfeére ce géne a une bactérie, il peut créer une souche
mutante pathogéne pour I’homme [87].

Ce phénomene pourrait étre un frein majeur a 1’utilisation massive des
bactériophages. En effet, le transfert de génes de facteurs de virulence pourrait
avoir de graves consequences pour nous. Puisque le contact entre phages et
bactéries serait augmenté, on peut s’attendre a une hausse de ces phénomenes
trés néfastes pour ’homme. Et on peut se douter que la « malléabilité» du
génome des phages puisse se retourner contre I’homme, donnant lieu a
I’apparition de nouveaux virus pathogeénes. Un risque qui n’est pas acceptable
alors que nous nous trouvons en pleine crise de grippe aviaire par exemple, bien

que ce ne soit qu’une hypothese reposant sur le principe de I’évolution.

e Si, comme les antibiotiques, on a recours massivement a la
phagothérapie, il y’a un risque de diminution de la virulence des phages. Mais
cette diminution se traduirait dans de nombreux cas par une diminution de la
virulence des bacteries, voire leur transformation en bactérie inoffensive pour
I'nomme sous la pression sélective. Le phénomene de résistance a laquelle nous
faisons allusion, est a ne pas confondre avec la simple inefficacité. Le milieu,
par exemple, dans lequel on va placer le bactériophage, peut étre non favorable a
sa replication.

o Un autre inconvénient est la trop grande spécificité des phages. Lors

d’une visite médicale, le médecin n’analyse souvent pas précisément la bactérie
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mise en cause lors d’une infection bactérienne. C’est pourquoi on a inventé les
antibiotiques a large spectre, afin d’avoir plus de chance de s’attaquer a la
bactérie responsable de I’infection. Une utilisation des bactériophages poserait
des problémes aux professionnels de santé [88].
o Les industries pharmaceutiques ne semblent pas intéressées par ce
principe naturel qui ne peut pas étre protégé par des brevets. Modifié
génétiqguement, un phage deviendrait un OGM (Organisme Génétiqguement
Modifié) soumis a des contraintes qui rendraient son acceptation et sa

commercialisation difficiles a des fins thérapeutiques.
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Nouveaux arguments en faveur
de la thérapie par les phages
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Des faits oubliés comme des découvertes récentes devraient faire envisager la
phagothérapie sous un autre angle, comme un complément de I’antibiothérapie
et non seulement comme une simple « alternative » [89;90]. Ces arguments

découlent :

* des remarques faites, dés 1’apparition des premiers antibiotiques et confirmées

récemment, sur les interactions synergiques phages—antibiotiques ;

» de I’étude des microsystemes et de la formation des biofilms comme la

connaissance de I’hydrolyse de ceux-ci par certains bacteriophages ;

* de I’inhibition par des bactériophages d’un systeme de secours (appele SOS)
du génome bacterien qui intervient, notamment, comme réparateur dans la
synthése de I’ADN bactérien en réponse aux perturbations provoquées par des

antibiotiques.
VI1.1. Premier argument : interactions phages—antibiotiques

Il est remarquable de souligner qu’il avait ét¢ observe des synergies entre
phages et antibiotiques sur les bactéries. Ces observations ne semblent pas avoir
eté retenues avec suffisamment d’attention. Cependant, ces résultats ne sont pas

sans intérét.

Les effets in vitro de 1’association bactériophage—pénicilline sur le
staphylocoque aureus ont été soulignés par une communication de Neter des
1944 [91] et confirmés par Himmelweit[92] I’année suivante. Devant les
résultats encourageants, Mac Neal a analysé cette combinaison non seulement
sur des staphylocoques mais aussi sur des streptocoques et le colibacille tant in
vitro qu’in vivo. Tous ces travaux décrivaient des synergies plus ou moins

importantes.
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Plus précisément, 1’effet de I’association in vitro obtenu par Himmelweit
avec un bactériophage et de la pénicilline s’est révélé trés remarquable sur

Staphylococcus aureus.

En partant de 130 millions de bactéries par millilitre, au bout d’un délai
identique (deux heures), il y n’a que peu d’effet avec la pénicilline seule utilisée
a des concentrations efficaces (réduction de 130 a 120 millions de bactéries par
millilitre), mais il y a une diminution de moitié (de 130 a 60 millions de
bactéries par millilitre) avec le bactériophage seul, et une lyse notable (de 130 a

0,2 million de bactéries par millilitre) en association.

Mais, plus surprenant, avec ce méme bactériophage combiné a des
concentrations sub-inhibitrices de pénicilline, cet effet synergique s’observe

encore.

Les années suivantes, avec une telle association, 1’évolution favorable de
quelques pathologies graves ont été rapportées [93-95], mais les tentatives de

I’expliquer sont restées vaines et apparemment Sans suite.

En 2008, une observation fortuite a été faite sur les boites d’un
antibiogramme pratiqué directement a partir de 1’urine d’un patient infecté par
Escherichia coli [96].Des images de lyse (plages claires) sont apparues en
périphérie de certains disques d’antibiotique. En présence de différents
bactériophages lytigues pour la méme souche bactérienne, une synergie
(baptisée PAS, pour Phage-Antibiotic-Synergy) a eté observée avec des béta-
lactamines (aztréoname et céfixime) et des quinolones, mais pas avec la
gentamycine ni la tétracycline. Aucun mécanisme moléculaire particulier n’a

cependant permis d’expliquer ce phénomeéne. L’explication reste a découvrir.
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I1 vient d’étre montré [97] que des antibiotiques eux mémes sont capables
de mobiliser les phages lysogénes (prophages) portés par des souches de
Staphylococcus aureus et de Pseudomonas aeruginosa. En présence de certains
antibiotiques (acide fusidic, tobramycine, ciprofloxacine, cotrimoxazole,
erythromycine, rifampicine et imipenem) mais aussi dans d’autres conditions
de stress auxquelles elles sont soumises, des bactéries sont capables de mobiliser
par induction des prophages et par conséquent de favoriser la transmission de
génes exprimant des facteurs pathogenes indésirables (toxine, virulence,

résistance).

Des antibiotiques utilisés sans précautions particulieres pourraient donc
étre eux-mémes a l’origine de la diffusion de résistances inquiétantes :

staphylocoques aureus de sensibilité diminuée aux glycopeptides (GISA).
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V1.2. Deuxieme argument : biofilms et bactéries persistantes

Ce deuxieme point met en exergue les biofilms comme structure omniprésente

dans le développement des populations microbiennes in vivo.

On définit un biofilm comme étant: une communité multicellulaire plus
ou moins complexe et symbiotique de micro-organismes (bactéries), adhérant
entre eux et a une surface, et marquée par la sécrétion d’'une matrice adhésive et

protectrice.

Adams et Park [98] avaient découvert la production d’une dépolymérase
polysaccharidique phagique. En étudiant 1’action des bactériophages sur E. coli,
Stirm et al. [99] ont montré, qu'une dépolymérase liée aux fibres caudales du
phage est capable de lyser une capsule protectrice. Lindberg[100], a précisé que
pour y parvenir certains d’entre eux possédent la propriété de se fixer
préalablement sur un site, dit récepteur secondaire, a la surface d’une capsule
polysaccharidique avec pour conséquence la libération de I’enzyme qui digére le
polysaccharide et permet d’atteindre le récepteur primaire spécifique situé a la
surface méme de la paroi bactérienne. Cette activité particuliere a été confirmée
par Hughes et al. [101].

Bedi et al.[102] ont trés récemment montré in vitro qu’un biofilm produit par
une souche de Klebsiella pneumoniae est plus rapidement éliminé avec un
bactériophage spécifique et I’amoxicilline associé qu’en traitement isolé. Cette
remarque est d’autant plus intéressante que 1’utilisation de certains antibiotiques

pourraient, semble-t-il, favoriser la formation d’un biofilm [103].
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V1.3. Troisieme argument : inhibition du systéeme SOS bactérien

L’existence d’un systéme inductible chez la bactérie capable de réparer les
altérations de I’ADN appelé : systeme SOS, connu depuis plusieurs décennies
[104], est parfois responsable de mutations capables d’entrainer une évolution

adaptative des especes.

Dans un travail récent la modification génétique d’un bactériophage a
permis d’inhiber le systétme SOS d’une souche d’E. Coli [105]. L’action des
quinolones a eté notablement améliorée aussi bien in vitro qu’in vivo (en termes
de survie chez des souris infectees) par des phages OGM. Dans ce méme
travail, le bactériophage avait été aussi modifié pour cibler les systémes de
genes non SOS de la bactérie. Cette modification génétique a réduit, non
seulement D’apparition des bactéries résistantes a [’antibiotique dans une
population traitée, mais aussi amélioré I’action des antibiotiques sur les bactéries
résistantes (dites persistantes) comme celles qui sont rencontrées in vivo dans
les biofilms. L’empéchement du systéme SOS rendrait-il moins fréquentes les
mutations favorables a 1’apparition des résistances aux antibiotiques ? Il a été
rapporté que plusieurs classes d’antibiotiques, et pas seulement ceux (comme les
quinolones) qui ont pour cible la synthése de I’ADN, peuvent activer le systéme
SOS des bactéries leur assurant une riposte par mutation apres réparation de
I’ADN.
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Les applicaions medicales d o phagetherape



VI1.1. Phagoprophylaxie

C’est 1’utilisation des bactériophages |comme moyen préventif contre les

infections. Cette notion n’est pas nouvelle, car Félix d’Hérelle a aussi développé
la théorie de la « guérison contagieuse » des diarrhées d’origine bactérienne par
les bactériophages. Cette théorie est fondée sur I’observation de la guérison des
populations au contact d’un sujet atteint d’'une maladie entérique (comme la
dysenterie bacillaire ou le choléra) et dont I’état évolue favorablement. Apres
avoir constaté que la guérison est précédée de 1’excrétion dans les selles de
bactériophages virulents pour la bactérie pathogeéne, il postula que les virus,
répandus dans I’environnement (les mains sales, I’eau de boisson polluée) et
absorbés par le voisinage, procurent une protection ou la guérison anticipée

transmissible.

Ce mécanisme pourrait étre une explication a I’histoire naturelle des
épidémies comme celle du choléra dans les pays a hygiene précaire : survenue et
extension de la maladie en 1’absence de bactériophages lytiques pour le vibrion,
puis apparition d’un phage actif (par un jeu de mutation—sélection), et enfin
extinction de I’épidémie lors de sa diffusion dans les eaux. La démonstration,
déja faite dans les années 1930 en Inde [106], a été confirmée par une étude bien

conduite, il y a quelques années [107].
VI11.2. Thérapie par les phages :
a) Anciennes applications :

Autrefois, de nombreuses applications médicales furent étudiées dans le monde

entier et la phagothérapie connut un grand succes.
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De grandes firmes pharmaceutiques commercialiserent des préparations pour
différentes indications dont le laboratoire du bactériophage (Robert et

Carriere), en France.

Durant plusieurs décennies, des millions de malades ont été soignés avec ce
principe pour de nombreuses infections, depuis les plus bénignes (plaies
infectées, otites, gastro-entérites) jusqu’aux plus graves (ostéites, septicémies et
méme méningites). Toutes les voies d’introduction (orale, locale, injections
intramusculaire, péritonéale et méme intraveineuse) ont été utilisées selon les

circonstances et les besoins.

Par le passé, les trés nombreuses expérimentations animales comme

I’administration thérapeutique ont montré I’innocuité de la phagothérapie.

Dans les années 1980, il a été rapporté une série de traitements d’infections
ostéo-articulairesen échec thérapeutique [108]. Toujours en coopération
multidisciplinaire (chirurgien, infectiologue et microbiologiste), les suspensions
de bactériophages adaptés, préparées a I’Institut Pasteur, ont été appliquées
localement pendant une huitaine de jours, d’abord directement sur le foyer
infecté, puis par les drains laissés en place. Les résultats ont apporté tres souvent
et rapidement une guérison définitive de I’infection, suivie d’une consolidation
osseuse. Il n’a pas été jugé nécessaire de communiquer les résultats dans la
mesure ou ces traitements étaient réalisés dans la lignée d’une tradition frangaise

de la phagotherapie [109].

S’il a été établi que les phages diffusent dans un organisme, ils sont
éventuellement reconnus comme des intrus par les mécanismes de défenses du

receveur. Il s’agit d’une reconnaissance dont les inconvénients (apparition
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d’anticorps neutralisants et méme de sensibilisation) sont faibles, plus théoriques

que réels.

Dans les applications locales, généralement utilisées, le contact avec la
bactérie pathogene est immédiat et massif et la guérison rapidement obtenue
(Figure 9). Dans de telles conditions, il est rarement observé des réactions
indésirables transitoires et bénignes, plus en rapport avec les impuretés des

préparations qu’avec le bactériophage lui-méme : fievre, douleurs hépatiques.

Figure 9: action locale dun polymére biodégradable imprimé de

bactériophages sous le nom « phagobioderm » [110].

Le spectre d’hotes des bactériophages est étroit et le principal impératif de la
phagothérapie impose un diagnostic bactériologique préalable soigneux avant
tout traitement pour s’assurer par un test in vitro que le ou les phages

sélectionnés sont actifs.

En outre, les utilisateurs aguéris recommandaient d’exalter la virulence de ces
phages par des passages successifs sur la (ou les) souche(s) bactérienne(s)
ciblée(s) [111;112].
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b) Nouvelles tentatives :

Plus récemment, des expériences humaines ont été rapportées pour
différents types d’infections : otites chroniques a pyocyaniques [113], ulceres
[114], surinfections de brdlures [115;116], etc. L’une des derniéres et des plus
surprenantes est le traitement positif de prostatites chroniques par voie rectale
[117]. Les résultats sont en relation avec la bonne diffusion des bactériophages

dans certains tissus.

Apres une abstention d’une quinzaine d’années, il s’est tourné vers les
seuls producteurs actuels de bactériophages thérapeutiques : la Russie et la
Géorgie, pays devenus facilement accessibles apres la fin de la « guerre froide ».
Une étude [118] in vitro des bactériophages produits par la firme russe
MicroGen(avec comme produits vendus: lesvaccins, les préparations
immunobiologicales, les substituts d'industrie  pharmaceutique, les
bactériophages, des solutions pour infusion) a attesté de I’excellente activité des

préparations anti-staphylococciques disponibles dans les pharmacies de Moscou.

Apres quelques utilisations de cette préparation sur des infections locales
(cicatrices, otite externe), rebelles aux traitements conventionnels malgré
plusieurs tentatives, il a envisagé de prendre en charge des situations
dramatiques (proposition d’amputation pour infections nosocomiales), voire
vitales (infection des os du bassin). A titre compassionnel, des traitements ont
permis d’obtenir des guérisons avec un recul aujourd’hui confortable [119]. |l
y’a un an, des cas extrémes (personnes trés agées) d’infections sur prothese

ostéo-articulaire (hanche et genou) ont été traités avec succes. . .
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VI11.3. Traitement de certaines maladies infectieuses :

La situation actuelle de la phagothérapie est bien différente de celle qui
prévalait a ses débuts. En effet, les connaissances acquises, tant au laboratoire
que dans la nature, sur les phages eux-mémes et la relation avec leurs hotes sont
aujourd’hui trés nombreuses. Toutes les données accumulées depuis des
décennies assurent une meilleure approche et donnent I’opportunité de revoir la
phagothérapie dans des conditions satisfaisantes.De nombreux modéles animaux
sont aujourd’hui disponibles. I1 est par consequent facile de simuler toutes sortes
d’infections bactériennes et de les traiter de maniere a évaluer les résultats, par
comparaison avec des groupes témoins. Le regain d’intérét pour la
phagothérapie est apparu aux alentours de I’année 2000. Les traitements
expérimentaux par les bactériophages sont orientés par les besoins les plus
urgents face aux bactéries pathogenes les plus préoccupantes ou les plus
freqguemment rencontrées en milieu hospitalier: entérobactéries (Escherichia
coli), mais aussi Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa. Les
travaux ne se limitent pas a ces trois agents infectieux dominants. D’autres

seront rapidement abordés.
a) Traitement des infections a Escherichia coli

Ce n’est pas une surprise que les souches d’E.coli pathogenes soient celles les
plus couramment concernées par des essais expérimentaux. D’une part, 1’acquis
des connaissances sur ces bactéries et sur leurs phages est important, et d’autre
part, il s’agit de pathogenes trés répandus aussi bien chez ’homme que dans le
monde animal. Parmi les souches d’E.coli, le sérovar O157 : H7, a fait ’objet de

deux études récentes, 1’une sur le tractus intestinal de la souris et 1’autre sur les

ruminants[120;121].
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Chez la souris, I’efficacité d’un mélange de trois phages a été évaluée. Deux
jours apres I’introduction d’une quantité identique de bactéries dans 1’estomac,
certaines souris furent traitées par une dose unique de phages tandis que d’autres
I’étaient par une dose quotidienne pendant neuf jours. Les phages administrés de
manicre répétée sont beaucoup plus efficaces qu’en une seule fois. Cependant,
s’il n’y a plus de bactéries dans le colon et la partie basse de 1’intestin gréle,

elles persistent dans la partie haute du gréle et dans le caeecum.

Dans la méme étude, 24 heures aprés 1’ingestion d’E.coliO157 : H7, deux
autres phages toujours administrés per os, mais une fois par jour pendant trois
jours chez la souris, éliminent complétement celle-ci a tous les niveaux y
compris dans les feces six jours apres le debut du traitement. En revanche, chez
le veau, dans un modele de portage rectal, les mémes bactériophages n’ont pas
¢té aussi efficaces. S’ils ont provoqué une diminution du nombre de bactéries
introduites, leur élimination n’a pas été totale. Il apparait donc que 1’effet de la

phagothérapie n’est pas le méme selon les modeles utilisés.

Dans le premier, chez la souris infectée, les phages paraissent plus
efficaces probablement parce que, apres avoir éliminé une quantité des bacteries
infectieuses, le systeme immunitaire prend le relais. Dans un modele de portage,
les phages seraient seuls a combattre les bactéries adaptées a leur hote, le
systeme immunitaire restant tolérant. Cette hypothese a été confirmée par

d’autres travaux chez le poulet [122].

Dans le tiers-monde, 27 % des diarrhées infantiles sont dues a E.coli et ne
relévent pas de I'immunisation active contrairement aux diarrhées d’origine
virale. Au cours de la réunion qui s’est tenue a 1’Institut Pasteur de Paris le 20

novembre 2007, Brussow et al. [123] ont expliqué, quant a eux, leur objectif
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d’utiliser des bactériophages du type T4 pour lutter contre ces diarrhées
infantiles. A partir de selles récoltées a Dhaka, Bangladesh, endroit ou 1’on
trouve le plus de diarrhées infantiles, il a isolé des phages T4 lytiques pour
E.coli responsable de ces diarrhées. Une combinaison réduite de quelques-uns
de ces phages a permis de lyser in vitro plus de 80 % des souches
entéropathogénes d’E.coli, mais ils ne sont pas spécifiques de pathogénes et sont
capables de lyser les souches commensales. In vivo, les bactériophages sont
retrouvés dans les selles quelques heures plus tard : ces résultats chez ’homme
ont été observés avec un de ces bactériophages T4 administré dans de 1’eau de
boisson. Ces phages passent dans 1’estomac et 1’intestin mais in vivo, les
bactéries commensales n’ont pas ¢été¢ affectées par le traitement. Aucun

symptdme ne fut noté pendant la durée du traitement.

Aucune trace de phage ne fut retrouvée dans le sang et aucune réponse
immunitaire ne fut détectée. Ces observations encouragent a poursuivre
I’objectif initial.

b) Traitement des infections a Staphylococcus aureus

S. aureus est un pathogene majeur responsable d’un grand nombre d’infections
nosocomiales. Sa capacité a résister a de nombreux antibiotiques en fait un
candidat privilégie pour la phagothérapie. Deux articles ont demontré que les
phages protegent des souris contre une infection Iétale a S. aureus, aussi bien
par voie intraveineuse que par voie intraperitonéale[124]. Plus la phagotherapie
est précoce apres I’infection, meilleur est le résultat. Toutefois, Capparelli et al.
[125] ont montré qu’une infection chronique établie par voie intraveineuse peut
étre guérie apres une injection unique de phages méme apres dix jours

d’infection.
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Il a été signalé encore, dans un autre article qu’un bactériophage fiit ajouté
a une solution de Ringer utilisée pour le nettoyage des mains [126] : il a rapporté
que le nombre de staphylocoques diminue d’un facteur 100. Le bactériophage
ajouté a une creme garde son efficacité. Ces essais, certes a tres faible échelle,
visent clairement & initier une phagoprophylaxie en milieu hospitalier afin de
diminuer I’incidence des infections nosocomiales manuportées. Il existe
également des projets d’étude pour éliminer le portage nasal de S. aureus.
Gageons que D’application, avant une intervention chirurgicale, de quelques
gouttes dans chaque narine sera mieux acceptée que celle demupirocine. Avec le
méme objectif d’éliminer les germes nosocomiaux des établissements de soin,
depuis quelques mois, 1’hopital : Sacré-Ceeur de Montréal participe avec la
firme canadienne : Biophage Pharma a une étude utilisant des bactériophages

dirigés contre S. aureus.

Les expérimentions humaines récentes ou en cours en Europe sont tres
réduites. Des travaux en cours ont été présentes lors de la réunion qui s’est tenue
a I’Institut Pasteur de Paris le 20 novembre 2007. Un essai témoin (semble-t-il le
premier en pays de 1’Ouest !) est conduit en Belgique par 1’équipe de Zizi [127].
En cours depuis septembre 2007, il envisage de traiter 20 br(lés dont les plaies
sont infectées par S. aureus et P. aeruginosa. La composition des suspensions
de phages (deux clones antipyocyaniques et un clone antistaphylocoque) a été
adaptée pour étre active sur les souches locales. Les résultats préliminaires sont
encourageants. Une autre éetude en Allemagne, exposée par Rakin[128].
Concerne les résultats positifs du traitement de neuf infections ostéoarticulaires
chroniques a S. aureusmultirésistantes aux antibiotiques par un produit appelé
DePhag. (Figure 10)
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1% cas : traitement d’une ostéite chronique du pied

=» Février 2005

=> Juin 2008

=>» Juin 2009

Figure 10 : photos représentant 1’efficacité d’intervention de la phagothérapie
associée a ’antibiothérapie dans le traitement d’une ostéite chronique du pied

[129].
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Les résultats positifs, de cette derniére étude, sont a rapprocher de ceux de
la derniere publication francaise sur ce sujet[130]. Au cours de la méme réunion,
il a été rapporté le cas d’un traitement d’une otite externe chronique (voir peme
cas: traitement d’une otite externe). C’est dans une des pharmacies de Moscou
qui les vendent librement, qu’il s’est procuré des phages contre S. aureus pour
traiter une otite rebelle[131].

2°™ cas: traitement d’une otite externe

Une jeune patiente a été examinée pour la premiere fois pour des
séquelles d’otite chronique faisant suite a des épisodes d’otites a répétition
traitées par des antibiotiques variés. Le spécialiste constatait une otorrhée et
décidait de la traiter médicalement (cefpodoxime et ofloxacine) avant une
intervention chirurgicale. La réparation de la membrane tympanique a été

réalisée. Les suites immédiates ont été simples.

Trois mois plus tard, I’otorrhée est réapparue. L’examen a été trés difficile
en raison de douleurs locales tres vives. Le tympan était devenu inflammatoire
et humide. La reprise d’une antibiothérapie locale (bacitracine) permettait une

atténuation des douleurs.

Pendant une année, la patiente a présenté plusieurs otorrhées traitées
(ofloxacine). Lors d’une nouvelle consultation pour écoulement accompagné
d’une douleur aigué, sous anesthésie générale, un prélevement a été fait mettant
en évidence la présence en culture pure de S. aureus (penicilline R,

meéthicilline-R, erythromycine-R et ofloxacine-R).

Malgré une antibithérapie prescrite immeédiatement, I’écoulement et la douleur

persistaient, le staphylocoque était encore isolé.
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C’est alors qu’il a été décidé de pratiquer un examen plus précis et de
faire de multiples prélevements (membrane tympanique, revétement cutané du
conduit externe) avant I’application locale d’une suspension de bactériophages

active in vitro, sur le germe, en association avec la pristinamycine.

Dans les 48 heures, la patiente a constaté une nette amélioration : arrét de
I’écoulement, et des douleurs. Les consultations ultérieures confirmaient
I’évolution favorable : absence d’otorrhée et de douleur, disparition du
staphylocoque. Le traitement a été arrété, au bout de trois mois, I’examen de

I’oreille était toujours trés satisfaisant. [17].
c) Traitement des infections a Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa est un autre pathogene opportuniste résistant aux antibiotiques
qui provoque fréqguemment des infections de la peau lésee. De tels sites
infectieux sont directement accessibles a une application de bactériophages.
Mais les bactériophages injectés par voie sous-cutanée, intraveineuse ou
intrapéritonéale, sont aussi présents dans le sang, le foie et la rate. Chez la
souris, un modé¢le d’infection cutanée sur blessure thermique, les bactériophages
inoculés par voie intrapéritonéale protégeaient (80 % de survivants) des animaux

infectés avec une dose létale de P. aeruginosa[132].

Deux cas cliniques [133] d’infection & P. aeruginosa ont confirmé
I’intérét de la phagothérapie. Il s’agissait d’une otite chronique chez un chien et
les multiples traitements antibiotiques n’en venaient pas a bout. Un autre cas est
celui d’une surinfection chez une personne bralée a 50 % chez laquelle il a fallu
interrompre les greffes de peau. Dans les deux cas, I’infection a été guérie,
permettant de stopper tout traitement antibiotique et de reprendre les greffes de

peaul.
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Bien que relativement ancien, un article [134] relate une étude menée en
Egypte sur 30 patients brilés & divers degrés, surinfectés par P. aeruginosa et

ayant été traités sans succes par tous les antibiotiques disponibles.

Un traitement par les bactériophages a permis d’obtenir une rémission
totale dans 20 % des cas et une nette amélioration dans un peu plus de 40 % des
cas. Les 40 % restants n’ont montré que peu ou pas d’amélioration. Les auteurs
ont conclu que les bactériophages ne doivent pas étre utilisés en routine pour
tous les grands brilés, mais réservés aux cas présentant une résistance aux

antibiotiques. On ne peut souscrire a une telle recommandation qu’avec réserve.
d) Traitement des infections a Mycobacterium tuberculosis

Les especes appartenant au genre Mycobacterium ont leurs propres
phages (mycobactériophages). Mais comme les mycobactéries ont une
multiplication intracellulaire, un phage thérapeutique doit franchir la membrane
cellulaire puis survivre dans les macrophages. Cette stratégie a été empruntée a

celle du cheval de Troie.

Certaines especes de mycobactéries (Mycobacterium smegmatis ou

Mycobacterium kansasii) ne sont pas (ou peu) pathogénes pour I’homme.

C’est en utilisant de telles mycobactéries que Broxmeyer et al. [135] ont
eu I’idée d’utiliser un phage non lytique, qui produit des particules virales sans
que son héte soit lysé. Ces particules sont cependant lytiques pour M.
tuberculosis. In vitro, une souche de M. smegmatis lysogénisee par un tel phage
a été inoculée a une culture cellulaire contaminée par le bacille de la
tuberculose. Aprés avoir été phagocyté, M. smegmatis libere des phages

capables de lyser M. tuberculosis. A I’issue de ces expériences, les auteurs ont
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réussi a éliminer toutes les souches de mycobactéries pathogenes
intracellulaires. Si une telle stratégie s’avérait efficace in vivo, elle pourrait
avoir un intérét certain pour traiter les cas d’infection a germes a multiplication

intracellulaire [136].

Toujours au cours de la réunion qui s’est tenue a I’Institut Pasteur de Paris
le 20 novembre 2007, Bifani[137]a présenté un travail qui utilise les
bactériophages, non pas pour traiter la tuberculose elle-méme, mais pour
diminuer son incidence en limitant sa transmission. Au cours du premier mois
d’un traitement classique, M. tuberculosis persiste en grand nombre dans les
poumons infectés. Des bactériophages en aérosols pourraient réduire le nombre
global de bactéries et faire chuter le risque de contamination de 1’entourage des
malades. A partir de différentes sources, I’auteur a isolé un grand nombre de
phages pour retenir ceux ayant un large spectre vis-a-vis de quelques souches
cliniques de M. tuberculosis. Ayant ajouté a une culture de macrophages
infectées par M. tuberculosis, un mélange de peptides (capables de pénétrer les
cellules eucaryotes) et de ces phages, Bifani a montré que ceux-ci apres avoir été

phagocytés lysent le bacille tuberculeux.

L’auteur envisage de modifier le génome du phage pour qu’il puisse
exprimer une protéine de capside qui porterait ce peptide en espérant que celui-

ci gardera ses propriétés de pénétration.
e) Traitement des infections a Clostridium difficile et Bacillus anthracis

Au Canada, les objectifs de Louis Charles Fortier sont d’isoler et de
caractériser les phages de C. difficile afin d’approfondir les connaissances

fondamentales sur ce groupe de phages méconnus.
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Cela permettrait de mieux comprendre leur r6le dans la virulence et
I’évolution de C. difficile. Si certains phages s’avéraient lytiques, ils pourraient
en outre étre utilisés en phagothérapie pour traiter la colite pseudomembraneuse
et/ou les portages en collectivité. Plus anecdotique, peut-étre, mais riche
d’enseignement, la recherche sur le traitement de B. anthracis a été trés intense

ces derniéeres années.

Si la bactérie sporulante du charbon qui a sévi, par voie postale, aux Etats-
Unis apres les attentats du 11 septembre 2001, peut étre détruite par des
antibiotiques classiques, certains redoutent que le bioterrorisme ne réussisse a

mettre au point des souches résistantes aux antibiotiques.

C’est ainsi qu’une recherche a été entreprise pour combattre de telles
souches. Schuch et al. [138] ont isolé une protéine, la lysine, qui détruit
directement la bactérie mais aussi la spore qui est la forme du germe dans son

usage en tant qu’arme bactériologique.

Plus largement, le potentiel médical de lysines bactériophagiques permet
d’envisager des applications sous forme de vaporisateur nasal, non seulement
contre une arme biologique mais aussi contre I’angine a streptocoque A, le

pneumocoque, etc[139]...

Il est & noter que ce type d’enzymes n’est efficace que sur les bactéries a
Gram positif [140]. 11 est toutefois possible de distinguer deux situations. D’une
part, les modeles d’infections par injection intraveineuse des bactéries,
nécessitant une application rapide des bactériophages, et les modéles
d’infections et de colonisation accessibles sans effraction. Si les modeles

d’infection par voie intraveineuse ont [I’avantage de démontrer que les
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bactériophages sont efficaces in vivo, ils se révelent assez limitant pour d’autres

études.

En revanche, les modéles d’infection/colonisation présentent 1’avantage
de permettre des études sur des temps plus longs, mais ils ne se soldent pas
toujours par 1’éradication des bactéries. Il semble donc qu’il soit encore
nécessaire de développer des modéles animaux, notamment d’infections
chroniques, qui permettront de mieux appréhender [Defficacité des
bactériophages dans des situations plus proches de celles pour lesquelles on

envisage des traitements chez I’homme [131].
V11.4. Biotechnologie: les multiples applications du phage display
VI11.4.1. Sélection de phages-substrats

L’¢quipe de Jim Wells (Genenteh, CA, USA) a développé une approche
astucieuse pour sélectionner des substrats de protéases [141]. Ils ont exprimé sur
phage, de fagcon monovalente, des protéines de fusion tripartites qui possedent
un domaine amino-terminal capable de se fixer sur un support solide, suivi
d’une séquence peptidique aléatoire (substrat potentiel de protéases), puis du
domaine carboxy-terminal d’une protéine plll a la surface du phage. Aprés
fixation sur le support solide, les phages qui expriment les substrats potentiels
sont traités par la protéase étudiée (la subtilisine ou le facteur Xa). Les phages
qui exposent un peptide substrat sont alors libérés et amplifiés, alors que les

phages qui exposent un peptide résistant a la protéolyse restent fixeés (figure 11).
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Figure 11 : Sélection de phages-substrats. Les phages monovalents codant pour

des substrats potentiels fusionnés a 1’hormone de croissance (hGH,

humangrowth hormone), sont incubés avec le récepteur de 1’hormone (hGH

récepteur). Apres traitement par la protéase d’intérét, les phages porteurs de

peptides substrats sont libéres et utilisés pour infecter des bactéries en phase

exponentielle. Les phages selectionnés peuvent éventuellement étre amplifiés

pour réaliser une nouvelle sélection [142].

Cette technique a également été appliquée a d’autres enzymes [143]...
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VI11.4.2. Immunisation

Par définition, les peptides isolés pour leur liaison a un anticorps peuvent
présenter certaines propriétés d’anti-idiotypes telles que le pouvoir immunogene
[144]. 11 est parfois possible d’identifier des mimotopes qui ressemblent a
I’antigéne original, mais qui sont suffisamment dégénérés pour présenter
différents spectres de réactions croisées. Par exemple, un mimotope sélectionné
sur un anticorps spécifique d’un sous type du virus de I’hépatite B (HBV) a
permis d’induire une réponse humorale anti-HBV non restreinte et donc plus
protectrice. Il s’agit cependant de cas heureux car il arrive également que les
anticorps dirigés contre des peptides mimotopes ne soient pas capables de
reconnaitre 1’antigéne original et, dans ce cas, les mimotopes injectés ne
présentent aucun pouvoir protecteur. Le phage lui-méme représente un excellent
vecteur pour I’immunisation. Greenwood et al. (Cambridge, GB) ont exposé le
peptide correspondant a [D’antigéne de surface majeur de Plasmodium
falciparuma la surface de pVIII (protéine majeure de la capside). Les phages
porteurs de peptides injectés se sont avérés fortement immunogenes [145;146].
Il est possible d’imaginer la construction de phages « super immunogenes »
présentant simultanément des ¢épitopes B et T ainsi qu’une cytokine

immunostimulante.
V11.4.3. Les banques combinatoires d’anticorps

Une application essentielle du phage filamenteux a été la construction de
banques combinatoires de fragments d’anticorps [147]. Les domaines variables
d’un anticorps peuvent étre exprimés sur phage, soit sous forme de fragments
scFv (seule chaine Fv), dans lesquels les domainesVH et VL réarrangés sont lies

demaniére covalente par un court peptide, soit sous forme de fragments Fab.
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Cette technique a permis d’obtenir de nombreux anticorps monoclonaux et s’est
avérée particulierement intéressante dans le cas d’anticorps humains pour

lesquels les hybridomes sont techniguement et éthiquement difficiles a obtenir.

Le répertoire immunitaire naif d’un animal (répertoire avant la rencontre avec
les antigenes) contient des anticorps capables de se fixer sur la plupart des
molécules avec des affinités modérées (Ka ~ 10°-10" M- 1). Ce répertoire dérive
du réarrangement combinatoire des différents génes V dans les cellules souches
(figure 12).
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Figure 12 : Production d’anticorps.
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In vivo, apres réarrangement des différents genes variables dans les
cellules B, les anticorps naifs sont exprimés en surface sous forme d’IgM et
d’IgD. Aprés immunisation, les clones qui reconnaissent I’immunogéne
proliférent (expansion clonale) et se différencient en plasmocytes qui sécretent
les anticorps sous forme d’IgG (commutation de classe). Des mutations
somatiques (représentées dans le schéma par des points rouges), s’accumulent
dans les régions variables et conduisent, apres sélection, a une augmentation de
I’affinit¢ des anticorps pour I'immunogeéne. Les banques combinatoires

permettent de mimer ce processus in vitro [142].

Chaque cellule B (~ 10° chez la souris et 10™ chez I’homme) exprime une
seule combinaison VH et VL, qui résulte d’un réarrangement V-D-J pour la
chaine lourde et V-J pour la chalne légeére. L’immunisation induit la
prolifération des cellules B qui reconnaissent I’immunogene, leur différenciation
en plasmocytes et la sécrétion de 1’anticorps correspondant. Une maturation de
I’affinité des anticorps est effectuée par un processus de sélection
d’hypermutations somatiques. C’est a ce stade que les cellules B sont
généralement récoltées pour préparer les hybridomes. Les géenes réarranges VH
et VL des anticorps peuvent étre amplifiés séparément par PCR, associés au
hasard, puis clonés dans des phages permettant d’obtenir ainsi des banques
combinatoires. Dans le cas de banques construites a partir d’une source «
immunisée », des fragments d’anticorps de forte affinité pour I’'immunogene
peuvent étre sélectionnés directement. Dans le cas de banques construites a
partir du répertoire naif, des anticorps d’affinit¢ modérée peuvent Etre
sélectionnés contre une grande variét¢ d’antigénes sans recourir a

I’immunisation [148].Les banques combinatoires naives dites naturelles, sont
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construites a partir des genes réarrangés VH (V-D-J) et VL (V-J) de ’animal.
Les banques combinatoires naives dites synthétiques, sont construites a partir
des différents genes (V, D, J) non réarrangés, leur réarrangement est réalisé in

vitro par PCR.

L’infection combinatoire a permisd’obtenir des banques naives deplus de 10"
fragments Fab différents présentant de bonnes affinités (Ka~10%-10° M- 1) pour
une trés grandevariété d’antigénes [149]. Bien desaspects du systeme
immunitairenaturel sont donc ainsi copiés. Souvent,des processus de maturation
in vitro doivent étre appliques pourobtenir les « meilleurs » anticorps enterme de
spécificit¢ et d’affinité. Lespermutations de chaines qui ontlieu durant le
développement descellules B peuvent étre mimees in vitro par la technique de
I’échange de chaines (chain shuffling) dans laquelle une chaine (VH ou VL)
estgardée puis réassociée a toutes lesautres chaines de la banque [150]. La
maturation de 1’affinitéest ¢galement assurée par introductionde mutations dans
les CDR des fragments sélectionnés.Le systeme artificiel des
banquescombinatoires s’est donc avéré particulierementintéressant pour
touteproduction d’anticorps pour laquellel’immunisation est difficile

voireimpossible.

Il est également utile pour 1’étude du répertoire immunitaire de patients
infectés par certains virus pathogénes ou de patients atteints de maladies auto-

immunes [151]
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CONCLUSION



La progression croissante de la multi-résistance réduit de plus en plus 1’arsenal
des molécules actives sur I’infection, ce que constitue une véritable menace face

a 1’antibiothérapie et peut aboutir au blocage thérapeutique.

Les exemples qu’on a vu précédemment, et qui renforcent notre
conviction, n’ont pas la prétention de constituer des démonstrations irréfutables
mais soulignent, devant 1’urgence, qu’il pourrait y avoir des pistes a explorer.
L’utilisation empirique ne saurait étre généralisée car aucune régle ne vient
encadrer la posologie, le rythme et la durée des traitements. Ils n’écartent pas les
nécessaires etudes expérimentales, conduites selon les régles en vigueur, qui
exigent généralement des essais en double insu comparativement a un groupe
témoin.

Les connaissances nouvelles des phages seront sans aucun doute au coeur

des recherches qui vont se développer dans les prochaines années et pourraient

bouleverser la fagon de traiter les maladies infectieuses.

L’appréciation de I’innocuité, I’efficacité et de la maitrise des parametres
pharmacologiques , pour ne citer que ces points, demande que des procédures

soient définies.

Pour [Dinnocuité, [’utilisation ancienne et en grand nombre de
bactériophages naturels, tant en medecine humaine que vetérinaire, plaide pour
une évaluation rapide. Pour des phages génétiquement modifiés, I’approche
devra étre plus prudente. L’efficacité imposera le choix d’un mod¢le dans lequel

les conclusions seront claires.

En pharmacologie, il ne faudra pas compter sur les parametres habituellement

mesurés avec des produits chimiquement definis.
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Toutefois, les deux principaux éléments qui manquent pour constituer des
dossiers crédibles sont: les « médicaments » ayant une approbation BPF
(Bonnes Pratiques de Fabrication) et une réglementation adaptée a I’utilisation

de ces entités biologiques chez I’homme.
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RESUME

Devant [I’évolution inexorable des bactéries résistantes aux
antibiotiques, il est devenu urgent de trouver des solutions viables. Le
traitement par les bactériophages, ancienne thérapeutique antibactérienne,
semblerait pouvoir apporter sa contribution dans la recherche de nouveaux

moyens pour combattre les infections en échec.

Les bactériophages disposent d’un matériel génétique (ADN ou ARN),
ce qui commande la machinerie de la cellule héte, et par le biais de mutations
sont capables d’attaquer et tuer les bactéries multi-résistantes par le simple

principe lytique, présentant donc un grand avantage.

Des faits récents apportent des arguments nouveaux qui devraient
pousser a mettre en valeur la phagothérapie et donc la revoir comme
complément a 1’antibiothérapie Ce n’est pas une découverte mais aujourd’hui
et plus que jamais, cette association doit étre envisagée, et pas seulement si les

bactéries sont résistantes aux antibiobiques.

La potentialisation des antibiotiques par les phages, la dégradation des
biofilms qui protégent les bactéries persistantes, un éventuel blocage du
systeme SOS des bactéries soumis a 1’action des antibiotiques, sont autant de

pistes qui méritent un intérét.

Aujourd’hui, le contexte de la recherche medicale est bien différent de
celui des débuts de la phagothérapie car elle est envisagée dans plusieurs
applications, notamment la prophylaxie et le traitement des maladies
infectieuses, en plus de la genétique et la biologie moléculaire, et donc

constitue un outil de recherche a réévaluer.
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