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INTRODUCTION

La découverte et la démocratisation des antibiotiques apreés la Seconde Guerre
mondiale a permis une amélioration drastique du pronostic associés aux maladies
bactériennes. Associées a la vaccination, ces molécules ont laissé entrevoir a certains
scientifiques la « fin du chapitre des maladies infectieuses ». Cependant, les phénomeénes
d’antibiorésistance, la propagation des phénotypes antibiorésistants et le tarissement de la
découverte de nouvelles molécules antibiotiques représentent aujourd’hui une menace. Les
médecins et vétérinaires connaissent des impasses thérapeutiques par absence de
traitements antibactériens efficaces.

Face a cet état de fait, les organisations sanitaires mondiales recommandent un
meilleur usage des antibiotiques et la recherche d’alternatives pour la maitrise des
pathologies infectieuse parmi lesquelles la vaccination, le développement de polymeéres
antimicrobiens ou la phagothérapie. Nous étudions ici le cas des bactériophages, virus
spécifiques des bactéries et dont de potentiels usages thérapeutiques ont été envisagésily a
plus d’un siecle. Les bactériophages sont des entités biologiques connues a travers leur usage
en génie génétique ou a cause des problématiques qu’ils créent dans les industries de
transformation fromagere. Apres une disparition quasi-totale de la recherche occidentale au
cours des soixante années écoulées, leur usage thérapeutique connait un regain d’intérét, tant
en médecine humaine qu’en médecine vétérinaire.

Nous nous concentrons donc sur I'étude de cette phagothérapie, c’est-a-dire 'usage
thérapeutique des bactériophages pour leurs propriétés antibactériennes et en tant
gu’alternative éventuelle aux antibiotiques. Par un travail de recherche bibliographique nous
définirons le principe de la phagothérapie et tenterons de déterminer quels intéréts les
bactériophages pourraient présenter en médecine vétérinaire.

Pour ce faire, I'étude des bactériophages est ici divisée en quatre grandes parties. La
premiére partie est consacrée a I'étude de la nature, de la biologie et de I'écologie des
bactériophages puisque la compréhension de tels paramétres est essentielle a la
compréhension de leur pharmacologie. La deuxieme partie est dédiée a I'histoire de la
phagothérapie. La troisieme étudie la pharmacologie de la phagothérapie et la conception des
préparations phagothérapeutiques. Enfin la quatrieme partie est consacrée aux possibles
utilisations des bactériophages en médecine des animaux de compagnie, bovine, porcine et
aviaire.
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PARTIE |- NATURE, BIOLOGIE ET ECOLOGIE DES BACTERIOPHAGES :

A- NATURE, CONFORMATION ET CLASSIFICATION DES BACTERIOPHAGES :

Le terme bactériophage regroupe I'ensemble des virus capables d’infecter les bactéries.
Par définition, il s’agit donc de parasites intracellulaires obligatoires ne pouvant pas se
multiplier sans détourner au préalable les capacités métaboliques des hotes infectés, ici des
hotes bactériens (1-3) .

Le monde viral est aujourd’hui divisé en trois « ensembles » viraux qui correspondent aux
trois domaines cellulaires que sont les eucaryotes, les bactéries et les archées. Il semble que
chaque virus soit spécifique d’'un domaine cellulaire et il ne semble pas y avoir de publication
relatant I'existence d’un virus pouvant infecter a la fois des eucaryotes et des procaryotes.
Jusqu’a la définition de la dichotomie entre archées et des bactéries, les bactériophages
incluaient I'’ensemble des virus des procaryotes. En raison de cette distinction phylogénétique
entre bactéries et archées et entre ces ensembles viraux, spécifiques de chague domaine du
vivant, certains chercheurs considerent donc le terme « bactériophage » comme caduc et
estiment qu’il devrait étre abandonné au profit des termes « bactériovirus» et
« archéovirus » (2). Toutefois, dans I’étude a suivre nous utiliserons indifféremment les
termes « bactériophage » et « bactériovirus » car I'immense majorité des publications
actuelles concernant I'étude des virus des bactéries et leur usage en phagothérapie
vétérinaire emploient le terme « bactériophages ».

La structure des bactériophages (ou phages), est comparable a celle des virus qui infectent
les cellules eucaryotes. Leur premier composant est une molécule portant leur information
génétique. Il peut s’agir d’'une molécule d’ADN double brin, d’une molécule d’ADN simple brin,
d’une molécule d’ARN double brin ou d’'une molécule d’ARN simple brin. La taille du génome
des bactériophages est variable selon I'espéce considérée. Par exemple, le phage MS2 de la
famille des Levivirus a son information portée par une molécule simple brin d’ARN constituée
d’environ 3500 bases tandis que le Bacillus virus G contient une molécule d’ADN double brin
de 500 000 bases (1). Cette molécule est encapsidée dans une capside formée par des
protéines structurales. A cela peuvent s’ajouter des structures annexes pouvant étre
impliquées dans le cycle de vie du phage. Parmi ces « annexes », certains phages possédent
une queue, des fibres permettant I'adhésion a la bactérie ou une plaque basale (3).
Morphologiquement, il est possible de distinguer des phages dit caudés, des phages avec une
capside polyédrique, souvent en forme d’icosaédre ou apparentés, des phages filamenteux et
des phages pléomorphes. Des structures lipidiques sont aussi recensées dans certaines
familles, soit sous la forme de vésicules internes a la capside, soit sous forme d’enveloppe. Les
Cystoviridae sont une famille de phages enveloppés infectant des bactéries pathogénes pour
les végétaux (4). Des représentations des principales familles de bactériophages sont
présentes sur la figure 1.
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Figure 1 — Structures des bactériophages connus classifiés selon le support de leur information

génétigue D’aprés (3) : OFIR, Gal et SOREK, Rotem. Contemporary Phage Biology: From Classic Models to New Insights. Cell. 08
2018. Vol. 172, n° 6, pp. 1260-1270. DOI 10.1016/j.cell.2017.10.045. Avec I'autorisation de Elsevier Science & Technology Journals © -

2018

Dans ses travaux de classification des virus, I'International Comitee on Taxonomy of Virus

ou ICTV a organisé les bactériophages en ordres et familles selon leur morphologie, la nature

du support de leur information génétique, la présence d’une enveloppe, leur spectre d’hbte

et de nombreux autres critéres (5). D’apres Ackermann, plus de 95% des phages connus et

identifiés a ce jour sont des phages caudés appartenant a I'ordre des Caudovirales. Ce sont

des phages composés d’'une molécule d’ADN linéaire double brin empaquetée dans une

capside protéique formant une queue. La classification de I'lCTV comprend dans cet ordre

1967 especes de virus principalement organisés en trois familles: les Myoviridae ; les

Siphoviridae et les Podoviridae (6). Cet ordre est détaillé dans le tableau I.

Tableau | — Les Caudovirales : principaux virus utilisés en phagothérapie

CAUDOVIRALES Famille Nombre d'espéces Particularités Exemple de virus
Siphoviridae 783 Longue queue non contractile Phage A
Myoviridae 434 Queue contractile Phage T4
Podoviridae 132 Courte queue Phage T7



https://doi.org/10.1016/j.cell.2017.10.045

Ces trois familles regroupent la plupart des bactériophages pour lesquels un potentiel
usage en phagothérapie a été évoqué. L'appartenance a une famille virale ne permet toutefois
pas de déduire le spectre d’hote du phage considéré.

B- CYCLE BIOLOGIQUE DES BACTERIOPHAGES :

Les bactériophages, comme tous les virus, sont des parasites intracellulaires obligatoires.
lIs piratent les capacités métaboliques et les systemes enzymatiques d’une bactérie afin de
pouvoir se multiplier. Dans tous les cas, cela nécessite une phase d’attachement du phage a
la bactérie hote puis la pénétration de I'information génétique du phage al'intérieur de I’h6te.
A partir de cette étape, plusieurs cycles sont possibles. Nous allons ci-dessous détailler les
différents cycles existants et nous intéresser aux implications pratiques de ceux-ci.

1- ADHESION A LA BACTERIE

La premiere étape du cycle biologique des phages consiste en leur adhésion a la
bactérie. Cette adhésion est essentielle dans la mesure ou elle conditionne le spectre d’hotes
gue le phage peut infecter (7-9). En effet, en I'absence de reconnaissance de structures
permettant I'attachement, il sera impossible d’établir une liaison irréversible et stable
permettant la pénétration du matériel génétique du phage dans la bactérie. Plus précisément,
I'adhésion a la bactérie passe en premier lieu par une étape dite d’adsorption ou, apres une
collision aléatoire, des interactions faibles non spécifiques et réversibles se mettent en place
entre le virus et la cellule. Dans un second temps, s’il y a reconnaissance entre les protéines
virales et les récepteurs cellulaires impliqués dans la pénétration du virus, des interactions
spécifiques, stables et irréversibles se forment et permettent la continuation du cycle (7, 8).
Les phages sont connus pour présenter une grande spécificité d’hotes. Plus précisément, de
nombreux phages n’infectant qu’une seule espéce bactérienne, voire une seule souche
bactérienne, sont recensés. Ceci est a mettre en lien avec la spécificité de la reconnaissance
entre les récepteurs et parfois avec le nombre et la localisation de ces récepteurs dans
I’enveloppe bactérienne. Cette spécificité constitue a la fois un avantage et un inconvénient
en phagothérapie. Nous pouvons ainsi distinguer deux types structures reconnues par les
virus. Les facteurs d’attachement sont impliqués dans des liaisons réversibles entre le phage
et la bactérie. Les récepteurs « d’entrée » assurent une liaison irréversible avec les protéines
virales. En réponse a cette liaison, une modification de la conformation tridimensionnelle du
phage a le plus souvent lieu et cela entraine la cascade d’événements permettant la
pénétration du virus dans la cellule (8, 9). Concernant la partie virale du couple, les protéines
impliquées dans cette reconnaissance sont nommées adhésines. Chez les phages caudés, elles
se trouvent principalement au niveau de la queue ou des fibrilles de la queue, leur partie C-
terminale orientée vers |'extérieur de la capside (10).

L’adsorption résulte d’un mécanisme aléatoire de collision entre le phage et la cellule.
Le taux d’adsorption est donc régi par la loi d’action de masse, c’est-a-dire par la quantité de



phages et la quantité de potentielles cellules hotes. D’autres parameétres physico-chimiques
interviennent comme le pH, la température et la nature du milieu (9).

Les sites pouvant servir de récepteurs aux bactériophages sont nombreux et
dépendent du couple bactérie/phage considéré (10). Il peut s’agir de protéines de transport
insérées dans I'enveloppe bactérienne, de porines formant les canaux transmembranaires
(11), ou encore d’enzymes. Notons aussi la capacité de certains phages a se lier a des protéines
assurant I'efflux de molécules antibiotiques, ce qui pourrait permettre de sélectionner des
souches bactériennes sensibles aux antibiotiques (12). Ces considérations seront étudiées plus
en détails dans le paragraphe IlI-B-2-c dédié a la pharmacodynamie des phages. In fine, de
nombreux éléments constitutifs de I'enveloppe bactérienne peuvent servir de site de fixation
(9, 10).

Chez les bactéries Gram négatives, le lipopolysaccharide (ou LPS) peut servir de site
de reconnaissance aux bactériophages, soit directement, soit par l'intermédiaire de
complexes formés avec des protéines. Des expériences montrent, par exemple, que la
protéine OmpA associée au LPS parvient a inhiber I'infectivité de phages K3 de la famille des
Myoviridae lorsqu’ils sont cultivés dans une méme solution. De plus, des bactéries ne
produisant pas OmpA sont résistantes a l'infection par ces phages. Cette association sert de
récepteur a plusieurs bactériophages (9, 11). La reconnaissance directe du LPS est parfois
spécifiques au LPS de type R (Rough) ou a celui de type S (Smooth). Le LPS est composé d’une
partie constante et d’une partie variable. La partie variable est constituée de I’antigéne O
tandis que la partie constante est formée d’un « core » et du lipide A. Les colonies de type S
possedent un LPS complet tandis que les colonies de type R présentent un LPS sans présence
de la chaine O. La chaine O présente une plus grande variabilité que la partie constante qui
est beaucoup plus conservée au sein des especes et genre bactériens des bactéries Gram
négatives (9). Par exemple, chez Escherichia coli, prés de 200 sérotypes O différents sont
connus (10). Dés lors, si certains bactériophages peuvent se lier aux deux types de LPS, ceux
se liant uniquement a celui de type S présentent souvent un spectre beaucoup plus étroit que
ceux se liant au LPS de type R (10).

Si le LPS revét une importance certaine dans la fixation des phages aux bactéries Gram
négatives, chez les bactéries Gram positives, la paroi se compose principalement du
peptidoglycane et des acides téichoiques. Ces-derniers sont impliqués dans la reconnaissance
de Staphylococcus aureus par de nombreux phages (9, 10).

Détaillons I'exemple de I'infection de la bactérie Escherichia coli E12 par le phage T4.
Le phage T4 est un Caudovirales de la famille des Myoviridae. Il s’agit donc d’'un phage caudé
possédant une queue contractile a I'apex de laquelle se trouvent six grandes fibres. Sous la
plague basale, six fibres caudales courtes sont initialement repliées (13). Un modéle du
bactériophage T4 est présenté sur la figure 2.
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La phase d’attachement nécessite en premier lieu la reconnaissance de la protéine

OmpC, présente sur la membrane externe. Les fibres longues caudales du phage T4 se fixent

alors de maniére aléatoire et réversible. Lorsqu’au moins trois des longues fibres sont liées a

OmpC, la conformation tridimensionnelle du phage change. En particulier, la plaque basale

passe d’'une forme hexagonale a une forme en étoile. Ceci entraine le déploiement des six

fibres caudales courtes dont la fixation sur le « core » du LPS est irréversible. Une contraction
de la queue du phage a alors lieu et permet la poursuite du cycle (9, 10, 13—15). Cette
modification tridimensionnelle de la queue et de la plaque basale est représentée sur la figure

3 (15).

Figure 3 - Modification de la conformation

tridimensionnelle de la queue et de la

plaque basale du phage T4 — A: queue du
phage avant fixation, B : queue du phage une fois la
contraction ayant eu lieu

Source (15) : YAP, Moh Lan et ROSSMANN, Michael G. Structure and
function of bacteriophage T4. Future microbiology [en ligne]. Octobre
2014, Vol. 9, p. 1319-1327. DOI 10.2217/fmb.14.91

Avec l'autorisation de: Future Medicine Ltd. © 2014 - Springer
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2- PENETRATION DE L'INFORMATION GENETIQUE DANS LA BACTERIE :

La seconde phase de la réplication des phages nécessite la pénétration du matériel
génétique au sein de la bactérie infectée. Nous I'avons vu, cette phase commence une fois le
bactériophage fixé de maniere irréversible. Nous étudierons ici quelques exemples détaillés
dans la littérature, et principalement ceux concernant les trois grandes familles d’intérét en
phagothérapie : les Myoviridae, les Siphoviridae et les Podoviridae. Le cas des Cystoviridae
sera aussi exposé afin d’illustrer le cas des phages enveloppés.

Pour les Myoviridae, nous reprendrons I'exemple du phage T4 exposé précédemment
appliqué aux bactéries Gram négatives. La fixation des fibres longues caudales sur leur
récepteur entraine le changement de conformation tridimensionnelle de la plague basale,
reliée aux fibres par l'intermédiaire de la protéine gp9 (15). La cascade de modifications
provoquée méne a la contraction de la queue du phage. Ceci expose une structure protéique
tubulaire creuse, jusqu’ici présente a l'intérieur de la queue du virus qui ponctionne la
membrane externe de I'héte (9, 16, 17). Au bout de cette structure protéique, souvent
comparée a une aiguille, se trouve une exolysine qui assure I’hydrolyse du peptidoglycane
présent dans le périplasme (17, 18). Des lors, au contact de la membrane plasmique
bactérienne, des glycoprotéines virales forment un canal transmembranaire qui permet la
migration du génome viral vers le cytoplasme (9, 17).

Les Podoviridae, dont fait partie le phage T7, sont des phages caudés avec une courte
gueue non contractile. Une fois le virus T7 fixé de maniére irréversible, il change de
conformation. Des protéines sont alors éjectées hors de la capside et forment une extension
tubulaire de la queue du phage. Le peptidoglycane est hydrolysé et la queue continue de
s’étendre jusqu’a atteindre la membrane cytoplasmique de la bactérie ou elle forme alors un
canal transmembranaire. Ce canal permet la translocation de ’ADN depuis la téte du phage
vers le cytoplasme (3, 19). La principale différence avec le cycle des Myoviridae réside en
I'absence de contraction de la queue et de ponction de la membrane externe lors de la
modification de la conformation du virus. Ce processus de pénétration des membranes des
bactéries Gram négatives par le phage T7 est observé et modélisé sur la figure 4.

Les Siphoviridae sont des phages caudés a longue queue non contractile. lls sont
notamment représentés par le phage A. Au bout de leur queue se trouvent des structures
protéiques capables de s’insérer a travers les membranes lipidiques. De plus, des lysines
peuvent permettre de lyser le peptidoglycane. Ces protéines forment ensuite le canal
permettant le passage de I’ADN (20).

Concernant les phages enveloppés, nous décrirons ici le cas des Cystoviridae, famille
virale infectant des bactéries du genre Pseudomonas pathogénes pour les plantes. La
pénétration dans la bactérie implique une fois encore une reconnaissance entre des protéines
du phage et leur récepteur bactérien. La membrane du virus fusionne alors avec la membrane
externe de I'hote et la capside est libérée dans le périplasme. Le peptidoglycane est hydrolysé



par des enzymes présentes a la surface de la capside. Des protéines virales sont ensuite
impliquées dans la formation d’une vésicule a partir de la membrane plasmique ce qui permet
I'internalisation du phage. Ce mécanisme demeure obscur et la maniére dont le phage se
libere de la vésicule formée est mal connu. Toutefois, il semblerait que la dépolarisation de la
membrane plasmique soit un élément clef de la pénétration du phage dans le cytosol (21, 22).
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Figure 4 — Mécanisme de pénétration des membranes Gram négatives du phage T7, membre de
la famille des Podoviridae (Microscope électronique et modélisations informatiques) : OM = Membrane
externe, IM = Membrane Interne, PG = Peptidoglycane. Ces images permettent d’observer la création d’un
canal transmembranaire lors de I'infection des bactéries par le phage T7.

Adapté de (19) : HU, Bo, MARGOLIN, William, MOLINEUX, lan J. et LIU, Jun. The Bacteriophage T7 Virion Undergoes Extensive
Structural Remodeling During Infection. Science. 1 février 2013. Vol. 339, n° 6119, pp. 576-579. DOI 10.1126/science.1231887.— Avec
I'autorisation de American Association for the Advancement of Science © 2013

Le mécanisme conduisant a la translocation de ’ADN de la téte des phages caudés vers
le cytoplasme bactérien demeure aujourd’hui relativement obscur (20). Toutefois, il
semblerait qu’il y ait deux grands mécanismes conditionnés par la largeur du canal formé par
les protéines virales (23, 24). Si le canal est plus large que la molécule d’ADN, des ions et des
molécules en fortes concentrations dans le cytosol peuvent fuir hors de la bactérie. A cause
de la différence de pression osmotique entre les deux compartiments, I'eau va pénétrer dans
la cellule, de la capside vers le cytosol. Le mouvement des molécules d’eau entraine alors la
molécule portant I'information génétique. Si le canal est trop étroit pour permettre le passage
des molécules d’eau simultanément a I’ADN, des protéines exercant une traction active de
I’ADN vers le cytosol sont nécessaires (24). Dans le cas du phage T7, initialement seules 1 000
bases d’'un génome de 40 kb sont extériorisées par I'action combinée de deux glycoprotéines
exercant le role de nanomoteurs actifs exploitant le potentiel de membrane de la bactérie
comme source d’énergie. Ensuite, la progression de I’ARN polymérase sur la molécule d’ADN
virale permettrait, en utilisant I’énergie contenue au sein de la cellule bactérienne, de tracter
I’ADN restant vers le cytosol (23) . Certains modeéles suggérent aussi que des protéines
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produites a I'issue de ces premieres transcriptions pourraient aider a extraire la molécule hors
de la capside.

Pour les Cystoviridae, une fois la capside internalisée, celle-ci est désassemblée ce qui
libére I’ARN viral ainsi que les ARN-polymérases ARN dépendantes (24).

Une fois lI'information génétique introduite dans la cellule, plusieurs cycles sont
possibles. Certains phages sont capables de réaliser plusieurs de ces cycles en fonction des
conditions auxquelles ils sont exposés. Nous allons maintenant étudier ces cycles.

3- LE CYCLE LYTIQUE

Le premier cycle que nous détaillerons est le cycle lytique. C'est le cycle le plus
intéressant lorsque I'on s’intéresse a la phagothérapie, c’est-a-dire I'usage des bactériophages
dans la lutte contre des infections bactériennes. Les phages qui ne peuvent que se multiplier
par I'intermédiaire d’un cycle lytique sont appelés phages « virulents » (1). Environ 90% des
phages connus peuvent étre potentiellement impliqués dans un cycle lytique, et en particulier
les Caudovirales (25).

Le principe général du cycle lytique consiste en la multiplication intense du phage au
sein de la cellule bactérienne en utilisant les capacités métaboliques de cette derniere. Cela
résulte en la formation de nombreux nouveaux bactériophages, fabriqués par la cellule, qui
seront libérés dans le milieu lors de la rupture de la membrane plasmique et de la lyse
bactérienne (26). Le principe de ce cycle est présenté sur la figure 5.
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Figure 5 — Principe du cycle lytique : Aprés pénétration du génome viral dans la bactérie, celui-ci

est répliqué et de nouveaux virions produits. La lyse de la bactérie permet la libération des virions.

Adapté d’aprés (12) : KORTRIGHT, Kaitlyn E., CHAN, Benjamin K., KOFF, Jonathan L. et TURNER, Paul E. Phage Therapy: A Renewed
Approach to Combat Antibiotic-Resistant Bacteria. Cell Host & Microbe. 13 2019. Vol. 25, n° 2, pp. 219-232. - avec |'autorisation de
Elsevier Science & Technology Journals © - 2019



Dans les faits, lorsque I'information génétique du phage pénetre la bactérie, des
promoteurs de transcription puissants sont reconnus et les ARN polymérase de I'hGte
transcrivent immédiatement certains génes viraux, nommés geénes de classe | (27, 28). Les
protéines issues de ces séquences vont permettre de protéger le génome du phage,
notamment en bloquant les enzymes de restriction bactériennes, d’inactiver des protéases ou
de lyser des protéines de I’'hote et mettre fin a des processus métaboliques (27). Par exemple,
lors de I'infection par le phage T7, la protéine Ocr, une des premiéres produites, empéche
I’altération du génome viral en se fixant aux sites se liant a ’ADN des enzymes de restriction
bactériennes (28). Les génes codant la protéine kinase 0,7, ’ARN polymérase du phage T7 et
la protéine inhibitrice de la dGTPase sont transcrits par I’ARN polymérase bactérienne. Ces
protéines mettent a disposition du phage T7 les processus métaboliques de ['hote,
notamment en inhibant I'activité de I’ARN polymérase bactérienne et assurant la transcription
du génome du phage par une ARN polymérase virale (28). Les génes de classe Il sont alors
transcrits. A terme, ils aboutissent a la destruction du génome bactérien et a la production
d’enzymes permettant la réplication du génome viral (27). Parmi les protéines produites lors
du cycle du phage T7, nous retrouvons notamment des endonucléases et des exonucléases
dégradant I’ADN bactérien. Une hélicase et une exonucléase permettent la réplication du
génome de T7. In fine, 80% des nucléotides utilisés dans la synthése des réplicas du génome
de T7 sont issus de la dégradation de I’ADN bactérien. Enfin les derniers genes transcrits, les
génes de classe lll, codent les protéines structurales du phage. Une fois les ARN messagers
traduits dans les ribosomes bactériens, les protéines obtenues s’assemblent dans le cytosol
pour former la capside et les autres structures des nouveaux virions. Certaines protéines
assurent 'empaquetage de I’ADN viral dans la capside. Les génes de classe lll codent aussi les
protéines impliquées dans la lyse bactérienne qui permet la libération des virions (27). Le cycle
viral du phage T7 est présenté sur la figure 6. Lorsque des phages, tels que les Leviviridae,
n’ont pas leur information génétique portée par de ’ADN mais par de I’ARN, le mécanisme est
globalement le méme. La molécule d’ARN, la plupart du temps limitée au brin codant, est tout
d’abord traduite et permet I'expression d’une réplicase qui assure la synthése du brin d’ARN
complémentaire puis la synthése des ARN intégrés aux futurs virions. En parallele, les
protéines de la capside et celles nécessaires a la lyse cellulaire sont produites. Finalement,
comme dans le cas précédemment évoqués, les virions s’assemblent et la lyse bactérienne
intervient (27).

Concernant la lyse bactérienne, nous évoquerons plus en détails la lyse des cellules
Gram négatives infectées par des Caudovirales, qui est la lyse la plus connue et étudiée a
I'heure actuelle. Il a été montré par microscopie en temps réel que la lyse des bactéries par
les phages se caractérise par une absence quasi-compléete de modifications morphologiques
de I'h6te jusqu’a I'observation du phénoméne de lyse, rapide et soudain. Les principales
enzymes impliquées sont au nombre de trois groupes : les holines, les endolysines et les
spanines (29, 30). Les spanines sont des enzymes additionnelles, retrouvées principalement
chez les phages infectant des bactéries Gram négatives puisqu’elles sont nécessaires a la
destruction de la membrane externe (31). Ces protéines sont produites au cours du cycle viral.



Deux grands modeles de lyse sont a distinguer chez les bactéries Gram négatives: le modele
holines/endolysines et le modeéle pinholines/SAR endolysines (29).
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Figure 6 — Cycle lytiqgue complet du phage T7 de la famille des Podoviridae — Aprés pénétration

du génome viral dans la bactérie, la traduction de ce-dernier permet d’inhiber les systemes antiviraux et la
destruction du génome bactérien. L’ADN viral est répliqué, encapsidé et la lyse permet de libérer les virions.

Adapté de (28) : SWISS INSTITUTE OF BIOINFORMATICS. T7 cycle ~ ViralZone [en ligne]. [s. d.]. [Consulté le 6 avril 2022]. Disponible a
I'adresse : https://viralzone.expasy.org/3916 — Avec I'autorisation de Swiss Institute of Bioinformatics ©

Le modele holines/endolysines se caractérise par I'accumulation de holines dans la
membrane interne de I’hote et des endolysines dans le cytoplasme. En diffusant dans la
membrane, les holines se polymérisent (30). Notons aussi I’existence de protéines nommeées
antiholines qui, en se polymérisant avec les holines, les inactivent (30, 31). A un instant
génétiquement programmé, probablement en lien avec l|'atteinte d’une concentration
critique (29, 31), un N-polymere est formé, N correspondant au nombre de holines nécessaires
pour former un pore a travers la membrane interne (30). Ce pore perméabilise la membrane
et entraine la fuite d’ions vers le périplasme et donc la dépolarisation de la membrane. Cette
modification du potentiel de membrane pourrait correspondre au signal qui entrainerait la
modification de la conformation des autres polyméres de holines et anti-holines présents dans
la membrane qui formeraient de nombreux autres pores (30). La force protomotrice, une
force conditionnée par I'existence d'un gradient de proton entre la cellule et son
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environnement et impliquée dans la synthese d’ATP, disparait et les biosyntheses s’arrétent.
Les endolysines accumulées dans le cytosol passent a travers ces pores et lysent le
protéoglycane (31).

Dans le modeéle pinholine/SAR endolysine, les pinholines s’accumulent au sein de la
membrane interne tandis que les SAR endolysines s’accumulent a sa surface externe (29, 31).
Par un processus similaire a celui évoqué précédemment, les pinholines forment des pores
dans la membrane qui se dépolarise. Cette dépolarisation active les SAR endolysines et les
libére de la surface membranaire vers le peptidoglycane qui est alors lysé (29).

Les spanines s’accumulent dans la membrane interne et la membrane externe. La lyse
du peptidoglycane permet leur activité. Elles forment alors un pont entre les deux membranes
et conduisent a leur fusion. Cette fusion est la derniére étape de la lyse des bactéries Gram
négatives (29, 31).

4- LE CYCLE LYSOGENIQUE :

Une autre modalité d’infection des cellules bactériennes par un phage est le cycle
lysogénique. Ce cycle commence encore une fois par la pénétration de l'information
génétique du phage a l'intérieur de la bactérie. Les phages capables de réaliser un cycle
lysogénique sont qualifiés de « tempérés » par opposition aux phages « virulents ». La
lysogénie se définit comme un état d’association stable entre le phage et son hote. Le génome
viral est alors désigné en tant que prophage. Ce-dernier est répliqué avec le génome bactérien
et peut se présenter sous deux formes. Dans le premier cas, le génome viral est présent sous
forme circulaire dans le cytoplasme et est alors appelé épisome. La seconde forme correspond
a l'intégration du génome viral dans le chromosome bactérien. Le phage, au travers de son
information génétique, se multiplie donc avec la bactérie. Notons que la plupart des phages
tempérés codent une intégrase permettant leur intégration et leur excision de I’ADN bactérien
(1, 26). La lysogénie, a travers l'apport d’information génétique, peut induire des
modifications phénotypiques des populations bactériennes (26). En particulier, le génome
viral peut permettre I'expression de nouvelles protéines. Ainsi, le matériel génétique apporté
par lysogénie peut induire I'expression de facteurs de virulence chez les bactéries ou une
résistance a la surinfection par d’autres phages ce qui protége la bactérie des infections
lytiques. La lysogénie peut donc jouer un role dans I’émergence de pathogénes. Par exemple,
les toxines de Corynebacterium diphteriae, Clostridium botulinum, Staphylococcus aureus,
mais aussi des enzymes ou des protéines protégeant les bactéries du systemes immunitaire
sont codées par des séquences issues de phages et améliorent la valeur sélective de ces-
dernieres (32). A titre d’exemple, la superoxyde dismutase permettant la survie de Salmonella
enterica dans les lysosomes des macrophages est codée par un prophage. Des genes modifiant
I'antigene O de E.coli ou Shigella spp par glycosylation ou acétylation, altérant leur
reconnaissance par le systéme immunitaire, sont aussi d’origine lysogénique (33).
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De nombreux facteurs conditionnent le fait qu’un phage tempéré initiera un cycle
lytique ou un cycle lysogénique. Parmi ces facteurs, il est possible de citer la compatibilité
génétique avec I'hote, I'état physiologique de I’h6te, ou la densité en phage (34-36). Par
exemple, une étude menée en 2017 montre que les phages phi3T de la famille des
Siphoviridae entrainent, lors de I'infection de bactérie du genre Bacillus, la fabrication d’un
peptide de 6 acides aminés libéré dans le milieu. Lorsque la concentration en ce peptide
devient suffisamment importante, les infections deviennent lysogéniques plutét que lytiques
(37). Une fois le génome viral intégré a la bactérie, il peut rester dormant. Cette phase de
maintenance du prophage est notamment permise par I'expression de répresseurs. Par
exemple, lorsque le phage A est impliqué dans un cycle lysogénique, le facteur de transcription
Cl réprime la transcription des facteurs lytiques (34, 38). Une infection lysogénique peut
revenir a une infection productive avec lyse de la bactérie. Ceci se fait soit spontanément, a
une fréquence comprise entre 108 et 10~ épisodes par cellule infectée pour le phage A, soit a
la suite d’'un phénomene d’induction (34). Par exemple, toujours chez le phage A, I'altération
de I'ADN de la bactérie par des facteurs externes entraine |'activation du systéme de
réparation SOS et de la protéine RecA. L'activité de ce systéme mene a I'arrét de I'expression
du répresseur Cl et donc a I'induction du cycle lytique (34). De nombreux signaux peuvent étre
responsables d’une telle induction tels que le pH, la température, des changements de
nutriments dans le milieu, une altération de ’ADN bactérien ou encore une exposition aux
antibiotiques. La dichotomie cycle lytique/cycle lysogénique est donc permise par I'équilibre
entre différents répresseurs et protéines orientant un phage vers I'un des deux cycles (34, 38).

Ces mécanismes semblent présenter un intérét évolutif. En effet, concernant phi3T, la
communication médiée par la production de peptides assurerait la persistance du génome
viral en permettant la production de virions lorsque ceux-ci sont les plus sujets a trouver des
bactéries hotes. Au contraire, lorsque de nombreux virions ont été produits et les bactéries
lysées, la population bactérienne est moindre et la lysogénie permet d’assurer le maintien du
génome (37). De nombreuses questions autour de la lysogénie, en particulier les raisons de sa
prévalence dans une population bactérienne dans un milieu et a un temps donné et ses
conséquences sur les populations virales et bactériennes, demeurent aujourd’hui sans
réponse (34).

5- L'INFECTION CHRONIQUE :

La derniere modalité d’infection que nous évoquerons ici est I'infection chronique de
la bactérie par le phage. Elle concerne principalement les phages filamenteux de la famille des
Inoviridae de I'ordre des Tubulavirales. Ces bactériophages contiennent une molécule d’ADN
circulaire simple brin au sein d’une capside longue et fine formée de la méme protéine
d’enveloppe répétée plusieurs milliers de fois. Il est possible de distinguer des virus
parfaitement symétriques de virus ayant une géométrie hélicoidale. Ces phages infectent le
plus souvent des bactéries Gram négatives et ne tuent pas I’hote chez lequel ils se multiplient
(39, 40). Au contraire, ils peuvent parfois apporter un avantage a I’'hote. Chez Pseudomonas
aeruginosa, ces phages sont notamment impliqués dans la formation du biofilm bactérien



tandis que le phage CTX® permet a Vibrio cholerae de produire la toxine cholérique et de se
disséminer par l'intermédiaire des diarrhées engendrées (39, 41).

Encore une fois, le cycle d’infection comprend un phénomene d’adhésion du phage a
la bactérie puis une phase de pénétration de I’ADN. Les phages filamenteux peuvent alors
entrainer une infection chronique produisant des virions ou entrer en lysogénie. L'infection
chronique est liée a des facteurs de stress, notamment a un manque de nutriments dans le
milieu (41). Ces phages se lient d’abord aux pili, des structures a la surface des cellules
bactériennes. La rétraction des pili rapproche les phages de protéines présentes sur la
membrane interne de la bactérie, jouant le réle de seconds récepteurs. Les virus pénétrent
alors dans la cellule. Selon les cas, I’ADN est alors répliqué ou intégré au chromosome
bactérien. Dans le cas de la réplication, puisqu’il n’y a qu’un seul brin d’ADN, le brin
complémentaire est synthétisé, il y a réplication de I’ADN et transcription puis traduction. Des
molécules d’ADN simple brins sont empaquetées par des protéines et les phages assemblés.
Ces phages sont ensuite sécrétés activement hors de la cellule a travers des canaux protéiques
codés par les phages et s’insérant dans la membrane de la bactérie (40).

Les bactériophages filamenteux réduisent la plupart du temps la vitesse de
multiplication des souches bactériennes infectées mais dans le cas du phage CTXO® et de Vibrio
cholerae ceci n’est pas rapporté. Cette association semble étre réciproquement profitable,
suite a une coévolution permettant a CTX® d’utiliser les outils métaboliques de son hote pour
assurer sa réplication sans en altérer la survie et en lui offrant des facteurs de virulence
permettant sa dissémination (39)

6- MECANISMES DE DEFENSE BACTERIENS :

Nous avons jusqu’ici évoqué les principaux mécanismes d’infection des bactéries par
les phages. L’évolution conjointe de ces deux entités selon un modele proie/prédateur a mené
a la sélection de mécanismes de défense bactériens face aux phages. Parmi ces mécanismes,
nous pouvons notamment citer : 'empéchement de I'adsorption des phages, le blocage de
I'entrée de I’ADN viral dans la cellule, la dégradation de cet ADN et enfin I'induction
d’infections abortives (42).

Nous I'avons évoqué dans la partie concernant I'adsorption du phage a la bactérie,
cette étape essentielle du cycle viral est conditionnée par la reconnaissance entre le phage et
ses récepteurs présents a la surface de la bactérie. La modification de ces récepteurs causée
par des mutations peut rendre une bactérie résistante a I'infection par les phages (42). Notons
aussi la capacité de certaines bactéries a produire des protéines masquant ces récepteurs. La
protéine A produite par Staphylococcus aureus réduirait I’adsorption des phages en se liant a
la fraction constante des immunoglobulines G et en masquant le récepteur utilisé par les virus
(42, 43). La production d’'une matrice extracellulaire (alginates, ...) par la bactérie permet aussi
d’empécher I'acces des récepteurs aux phages ne disposant pas des enzymes nécessaires pour
la lyser.



L’entrée de I’ADN viral dans la cellule bactérienne permet sa traduction, la mise en
place des outils permettant au virus de détourner les processus métaboliques de I'héte puis
d’assurer sa propre réplication. Bloquer I’entrée de cet ADN est un moyen d’interrompre le
cycle viral. Dans les faits, ces mécanismes de défense sont liés a des protéines issues de
phages, permettant donc d’exclure des phénomenes de « super infection ». Les protéines
Imm et Sp, codées par le génome du phage T4, empéchent l'infection de la bactérie par
d’autres phages. Imm est une protéine transmembranaire bloquant le passage de I’ADN viral
a travers cette membrane en modifiant la conformation du site d’injection. De son c6té, Sp
inhibe I'activité de I'enzyme du phage T4 lysant le peptidoglycane. L’action combinée de ces
deux protéines permet d’empécher la pénétration d’ADN viral (42). Si ce systéeme est un des
plus caractérisés, notons que d’autres systémes d’exclusion des super infections existent et
sont portés par des prophages.

La dégradation de I’ADN viral met en jeu les enzymes de restriction et le systéme
CRISPR/Cas (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats et CRISPR ASsociated
proteins), enzymes aujourd’hui trés connues a travers leur utilisation en génie génétique (42).
Les enzymes de restrictions sont des endonucléases reconnaissant des séquences spécifiques
dans ’ADN. L’ADN bactérien est protégé grace a la méthylation de ses nucléotides par une
méthyltransférase. Le génome viral n’est, de son coté pas protégé, et sera donc coupé par les
enzymes de restriction si des contre-mesures n‘ont pas été mises en place, comme nous
I'avons évoqué dans le paragraphe concernant le cycle lytique. Les enzymes de restriction
coupent uniquement de I’ADN bicaténaire (44). Le systeme CRISPR/Cas est un mécanisme
d’'immunité adaptative des bactéries face aux phages. On retrouve ainsi dans I’ADN bactérien
des loci CRISPR, constitués d’une multitude de séquences génétiques répétées. Ces séquences
répétées sont séparées entre elles par des petites séquences nommées « spacers ». Ces
« spacers » sont en fait introduits dans I’ADN non codant de la bactérie a partir de séquences
virales et sont des marqueurs des infections passées subies par une population bactérienne.
L’acquisition d’'un nouveau spacer lors d’infection virale correspond a un phénoméne nommé
adaptation ou immunisation (44). Dans une population bactérienne naive, la fréquence
d’apparition de ce phénoméne est approximée a 1.10°%(42). Le « spacer » est exactement
identique a une séquence présente dans le génome viral. Les spacers sont transcrits et
forment des complexes avec les protéines Cas. La présence des ARN transcrits a partir des
« spacers » permet au complexe de reconnaitre la séquence complémentaire présente dans
le génome viral et la protéine Cas clive la molécule (44). Le systeme CRISPR/Cas sert donc
d’'immunité adaptative pour les populations bactériennes.

Enfin, certaines protéines peuvent induire des infections abortives lors d’infection
virale en induisant la mort de la cellule bactérienne (42, 44). Ainsi certaines souches de E.coli
présentent un tel mécanisme, médié par les protéines RexA et RexB, lors de l'infection par le
phage A. En I'absence d’infection, les protéines RexA et RexB sont inactives, respectivement
dans le cytosol et dans la membrane interne. Lors de la pénétration du génome viral, des
protéines bactériennes forment un complexe avec I’ADN viral. Ce complexe est reconnu par



RexA qui devient active. Les protéines RexA activent a leur tour les protéines RexB dans la
membrane qui forment alors un canal ionique transmembranaire. Ce canal entraine la perte
du potentiel de membrane et la diminution d’énergie cellulaire disponible. A terme, cela induit
I’'avortement de I'infection virale (42).

Si les bactéries présentent des moyens de défense, la coévolution constante des
bactériophages avec ces-derniéres améne aujourd’hui a la découverte de mécanismes utilisés
par les phages pour leur échapper (44). Ces évolutions passent par la sélection de nouvelles
enzymes pour accéder aux récepteurs masqués, a la reconnaissance de nouveaux facteurs
d’attachement et récepteurs ou a la présence de protéines bloquant I'activité des enzymes de
restriction, comme nous I'avons déja évoqué.

C- ECOLOGIE DES BACTERIOPHAGES

1- IMPORTANCE DANS L’ECOSYSTEME

A l'instar des bactéries, les bactériophages jouent un rbéle non-négligeable dans
I’écosysteme. Il semblerait qu’ils soient présents dans la quasi-totalité des niches écologiques.
Les estimations du nombre de virus sur Terre s’échelonnent de 103! & 1032 particules virales
(45). Les phages sont donc considérés comme une des entités les plus abondantes sur notre
planéte et sont recensés dans la plupart des environnements, du désert du Sahara aux poles
(26). Leur présence est rapportée dans les milieux aquatiques, dans les eaux usées, dans les
sols et sous-sols mais aussi en association avec les étres vivants pluricellulaires.

Les bactériophages sont présents en tres grands nombres dans les océans. Ces phages
peuvent notamment infecter des cyanobactéries telles que Synechoccus ou Procholorococcus.
Ces virus sont alors dénommés cyanophages (46). Dans les eaux marines, les virus les plus
fréguemment identifiés correspondent a des virus de la famille des Myoviridae, des
Siphoviridae ou des Podoviridae (46, 47). Des prélevements d’eaux sur lesquels des comptages
viraux ont été réalisés révelent un nombre de particules de I'ordre de 107 particules par mL
dans les eaux marines et dans les eaux douces issues de mares ou de lacs de barrages par
exemple (45). Les deux genres de cyanobactéries cités précédemment sont estimés comme
responsable de 50% de la production primaire des océans, c’est-a-dire de la synthése de
biomasse a partir d’énergie et d’éléments minéraux (48). Les phages infectant ces
cyanobactéries et les bactéries hétérotrophes des océans ont donc une grande importance
dans le cycle du carbone a I’échelle mondiale. lls seraient responsables d’un flux de carbone
dans les océans de 150 gigatonnes par an (29, 47). A titre de comparaison, les émissions
atmosphériques de carbone liées a I'usage d’énergies fossiles entre 2010 et 2019 sont
estimées, en moyenne, a 9,4 gigatonnes par an (49).

Les phages sont aussi présents chez les étres vivants. L’étre humain porte ainsi de
nombreux phages dans son tube digestif mais aussi sur sa peau et ses muqueuses (50). Il est
possible d’isoler des phages depuis les cheveux, la peau, les follicules pileux, I'urine ou les
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féces des humains ou des animaux (51) . Chez les hommes, les concentrations en particules
virales sont estimées a 10°mL dans les féces tandis que chez les chevaux cette valeur atteint
10™mLt. Parmi ces particules, la microscopie électronique montre que I'immense majorité
correspond, chez des individus en bonne santé, a des phages. Chez les ruminants, les
concentrations ruminales en bactériophages sont estimées entre 10° et 10° mL™. La plupart
des phages isolés dans les feces d’étres vivants sont des Caudovirales. Les quantités de phages
ainsi que la nature de leurs interactions avec les flores commensales des animaux varient
selon les espéeces. Par exemple, si les coliphages sont naturellement présents dans le tube
digestif des chevaux et excrétés dans les crottins, les conditions présentes dans le tube digestif
murin semblent défavorables a leur réplication et a leur excrétion. De plus, si la plupart des
coliphages isolés dans I'espéce équine sont virulents, dans I'espéce humaine les virus isolés
sont le plus souvent tempérés. Les interactions sont assez mal connues et impliquent le
bactériophage, son hote bactérien et I'organisme dans lequel ils se trouvent (48).

2- RESISTANCE DANS L'ENVIRONNEMENT

Comme nous I'avons évoqué plus tot, il est possible d’isoler des phages dans la plupart
des environnements terrestres, du désert du Sahara jusqu’aux poéles glaciaires (26). Certains
virus résistent donc a des conditions extrémes. Par exemple, les phages T1 sont résistants a la
dessication tandis que les phages du groupe Thermus qui regroupe notamment des
Siphoviridae ont pu étre isolés dans les sources chaudes d’Islande, de Chine, du Japon et des
Etats-Unis d’Amérique a une température de plus de 70°C et un pH de 7 (27, 52).

Si la résistance des phages aux agents chimiques et physiques varie selon I'espéece
considérée, il est cependant possible d’essayer de tirer quelques grandes tendances. Les
phages sont dans leur ensemble assez sensibles aux rayonnements ultraviolets. Ceci est
particulierement vrai pour les rayonnements proches de 260 nm et pour les UV lointains, c’est-
a-dire les rayonnements ultraviolets dont la longueur d’onde est comprise entre 122 et 200
nm. Concernant le pH, les domaines de stabilité des phages s’étendent d’'un pH de 5 a un pH
de 8 pour la plupart des phages. Cependant, certains sont toujours stables pour des pH
proches de 3. Le phage TS4 isolé dans des sources chaudes de la province de Yunnan en Chine
est ainsi stable pour une échelle de pH allant de 3 a 10 (52). Il est donc nécessaire de
caractériser chaque phage indépendamment, par exemple dans l'optique d’une
administration par voie orale dans le cadre de phagothérapie. La nature protéique des phages
les rend assez sensible aux molécules dénaturants les protéines comme |'urée mais
I'inactivation dépend de la concentration de la molécule et de la température appliquée. A
I'exception des phages enveloppés, la plupart des phages sont trés peu sensibles aux
détergents (27).



POINTS ESSENTIELS : NATURE ET BIOLOGIE DES BACTERIOPHAGES

Les bactériophages ou phages sont des virus spécifiques des bactéries.

lIs sont constitués d’une molécule d’ADN ou d’ARN portant I'information génétique contenue dans
une capside protéique.
La plupart des phages caractérisés a ce jour appartiennent a l'ordre des Caudovirales, les phages

caudés.
Ce sont des parasites intracellulaires obligatoires qui détournent les capacités métaboliques de leur

héte a leur profit pour pouvoir se multiplier !
Le cycle biologique des phages regroupe plusieurs étapes : 'attachement, la pénétration dans la

cellule puis la multiplication du phage.

L’attachement est un processus essentiel qui définit le spectre d’hote du bactériophage. Il repose
sur la création d’une liaison irréversible entre des structures du phage et des structures de la cellule

bactérienne. Cela résulte d’'un mécanisme aléatoire de collision entre le phage et son hote et est
influencé par de nombreux paramétres physico-chimiques tels que le pH ou la température.
Les phages présentent une grande spécificité d’hote.

La pénétration du matériel génétique du phage vers l'intérieur de la bactérie met la plupart du
temps en jeu des modifications conformationnelles de la structure du bactériophage.

Plusieurs cycles sont possibles et dépendent de I'espéce de phages et de nombreux facteurs.
Le cycle lytigue permet la production de virions. Ces-dernier sont produits par le détournement du

métabolisme de la cellule bactérienne infectée et I'expression des genes viraux. Une fois les virions
produits, ils sont libérés lors de la lyse de la cellule bactérienne qui met en jeu des enzymes telles
gue les holines, les endolysines et les spanines. C’'est le cycle le plus intéressant en phagothérapie.

Le cycle lysogénique correspond a un état d’association stable entre la bactérie et le virus. Le

génome viral devient un prophage et est répliqué en méme temps que le génome bactérien. Cette
association peut apporter a la bactérie des genes pathogenes ou des genes de résistances aux
antibiotiques qu’elle n’exprimait pas auparavant et donc modifier le phénotype de populations
bactériennes entieres.

L’entrée en lysogénie est influencée par de nombreux facteurs tels que la concentration en phages
dans le milieu, la compatibilité génétique ou I'état physiologique de I’'h6te. Un cycle lysogénique
peut aussi devenir productif, notamment si I’h6te bactérien est exposé a un stress.

L'infection chronique concerne en particulier les phages filamenteux et ne conduit pas a la lyse de
la bactérie.

Divers mécanismes de défense bactériens existent. Des années d’évolution commune ont conduit
a une véritable « course a 'armement » entre les phages et les bactéries gu’ils infectent.

Les bactériophages sont présents en grande quantité dans I’environnement et sont considérés
comme les entités les plus abondantes sur Terre. lls sont trouvés dans tous types de milieux et leur

résistance varie beaucoup selon l'espéce. lls sont sensibles aux ultraviolets et globalement
résistants aux détergents.
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PARTIE II- HISTOIRE DE LA PHAGOTHERAPIE ET REGAIN D’INTERET ACTUEL :

La phagothérapie, sa découverte, son oubli et le regain d’intérét qu’elle connait
aujourd’hui sont intimement liés a I’histoire du monde et a I’évolution des défis rencontrés en
médecine. Auguste Comte affirmait dans son Cours de Philosophie positive : « On ne connait
pas complétement une science tant qu’on n’en connait pas I’histoire ». La partie ci-dessous
sera donc consacrée a I'histoire de la phagothérapie afin de mettre en lumiére les enjeux
actuels et les raisons du regain d’intérét du monde scientifique a son égard.

A- DECOUVERTE DES BACTERIOPHAGES ET PREMICES DE LA
PHAGOTHERAPIE

1- DECOUVERTE DES BACTERIOPHAGES

La paternité de la découverte des phages est un sujet relativement contesté au sein de
la communauté scientifique. Selon certains scientifiques, le premier a avoir parlé d’un
phénoméne potentiellement induit par les bactériophages est le bactériologiste britannique
Ernest Hanbury Hankin. Commissionné par le Commonwealth, il étudia les épidémies de
choléra en Inde. Lors de ses études, il réalisa des prélevements des eaux du Gange et de la
Yamuna et constata, au contraire de ses hypothéses initiales, une faible contamination de ces-
derniers par Vibrio cholerae. Selon lui, une entité biologique présente dans les eaux de ces
deux fleuves indiens limitait la croissance des bactéries. Cette substance est rapportée comme
thermolabile puisque « I'eau du Gange non bouillie tue le microbe du choléra en moins de trois
heures » (53). Son travail fut alors publié dans les Annales de l'institut Pasteur en 1896 (53,
54). 1l faut toutefois considérer que l'attribution des effets observés par Hankin aux
bactériophages peut étre contestable. La spécificité de l'inhibition bactérienne pourrait
potentiellement étre attribuée a une présence de phages. En effet, les eaux du Gange
n’étaient pas actives contre certaines souches de Vibrio cholerae tandis que des eaux de la
Yamuna I'étaient. Cependant, lorsque Hankin chauffait des tubes scellés hermétiquement, le
pouvoir bactéricide demeurait présent, ce qui ne correspond pas aux propriétés des phages
(55). Au total, plus d’'une trentaine d’articles peuvent étre considérés comme faisant partie de
la préhistoire des phages (55).

Il est toutefois convenu que la découverte des phages résulte des expériences
indépendantes de deux hommes : le britannique Frederik Twort et le franco-canadien Félix
d’Hérelle. En 1915, Twort remarqua que des cultures en souche « pure » de bactéries
pouvaient étre associées avec un matériel non filtrable qui détruisait les bactéries. Il décrivit
alors des « formations vitreuses » au sein de colonies de microcoques (1, 56, 57). Le matériel
isolé pouvait infecter et altérer la croissance de microcoques pour un grand nombres de
générations. Il observa aussi la formation de cercles transparents sur des géloses. Il décrivit ce
matériel comme incapable de se multiplier sans bactérie mais comme pouvant garder son
potentiel d’altération des cultures pendant plusieurs mois. Il nota aussi que cette entité
perdait sa capacité a altérer les cultures bactériennes si elle était chauffée a 60°C pendant
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plusieurs minutes. Bien qu’il n’excl(t pas la potentialité que le responsable de ces altérations
soit un virus invisible au microscope, sa principale hypothése était la présence d’'une enzyme
sécrétée par les microcoques. |l évoqua aussi des amibes ou un stade particulier dans le cycle
de vie de la bactérie (54, 57). Twort ne put pousser ses expérimentations plus loin pour des
raisons financieres. En 1917, Félix d’Hérelle, un microbiologiste franco-canadien travaillant
pour l'institut Pasteur de Paris travaillait sur les selles d’individus convalescents de dysenterie.
Il parvint a isoler un microbe « anti-Shiga » en filtrant et incubant des féces pendant 18 heures.
Il remarqua que ce filtrat parvenait a arréter le développement et a lyser les bacilles
incriminés. Sans les bacilles, le microbe ne pouvait pas se multiplier. De plus, il n’attaquait pas
des bacilles préalablement inactivés par la chaleur. D’Hérelle considéra, de maniére erronée,
ce microbe comme étant responsable de I'immunité des animaux. En effet, des cultures du
« microbe anti-Shiga » parvenaient a protéger des lapins de doses de bacilles qui tuent des
lapins témoins en 5 jours. Felix d’Hérelle fat alors le premier a utiliser le terme de
bactériophage. Dés sa premiére étude, il envisagea d’appliquer un protocole analogue
concernant le traitement de la fievre paratyphoide (58). D’Hérelle comprit tres rapidement le
potentiel intérét des phages en médecine mais considéra ces virus comme des agents de
'immunité endogene. Cette double découverte des phages sera a la base d’une querelle
scientifique entre les partisans de d’Hérelle et ceux de Twort (59).

2- PREMICES DE LA PHAGOTHERAPIE

Rapidement aprés ses premiers travaux ayant permis la découverte des
bactériophages, Félix d’Herelle imagina I'’emploie de bactériophages multipliés en laboratoire
a des fins thérapeutiques et prophylactiques (59). En 1919, il utilisa la phagothérapie pour
soigner des poulets atteints de typhose (12). Les années 1920 virent donc les prémices de la
phagothérapie a travers plusieurs essais cliniques. Par exemple, un des premiers essais
cliniques en France fut mené en 1921 par Bruynoghe et Maisin pour lutter contre les infections
staphylococciques de la peau. En 48h, les deux chercheurs obtenaient une réduction des
Iésions et de la douleur associée. Les phages furent aussi employés dans le traitement d’une
épidémie de peste bubonique en Egypte en 1925 (50). Enfin, d’Hérelle les utilisa pour
décontaminer I'eau de puits et traiter des individus malades au cours d’une épidémie de
choléra en Inde en 1926 (12, 50).

L'intérét pour ces traitements était alors tel que d'Hérelle fonda son propre
laboratoire, le « Laboratoire du bactériophage » produisant cinq cocktails de bactériophages
dont le « Bacté-Coli-Phage », le « Bacté-pyo-phage » ou le « Bacté-intesti-phage ». Ces
spécialités ont ainsi été commercialisées en France de 1928 jusqu’a 1978, d’abord par le
laboratoire fondé par d’Hérelle puis par le groupe L'Oréal (60). Paradoxalement et malgré
I’enthousiasme saisissant alors une partie de la communauté scientifique de I'époque, la
nature des bactériophages demeurait mal comprise.



B- ERE DES ANTIBIOTIQUES ET CREPUSCULE DE LA PHAGOTHERAPIE EN
OCCIDENT

1- PREMIERES OBJECTIONS ET DECOUVERTE DES ANTIBIOTIQUES

Malgré les premiers succes, qui conduisirent certains médecins a considérer la
phagothérapie comme la panacée, d’autres, plus sceptiques, mirent rapidement en évidence
certaines limites (59). Parmi ces critiques, nous pouvons notamment citer les désavantages
liés au spectre étroit des phages, la purification insuffisante des préparations ou le manque
de stabilité des phages produits. A cela s’ajoutent des prétentions exagérées quant a I'utilité
des bactériophages avec certaines préparations affirmant pouvoir traiter I'herpes ou
I'eczéma. In fine, la plupart des critiques et limites a la phagothérapie trouvaient leur origine
dans une mauvaise compréhension des bactériophages, de leur nature, de leur hétérogénéité
et d’un manque de preuves scientifiques de leur efficacité (60).

Tandis que la phagothérapie connaissait un essor relatif dans les années 1920-1930, le
britannique Alexander Fleming découvrit accidentellement la pénicilline en 1928. Or, a I'aube
des années 1930, I'échiquier politique profilait déja I'explosion de la Seconde Guerre mondiale
gui entraina une hausse massive de la demande en anti-infectieux, en particulier au cours de
la guerre du Pacifique. Contrairement aux préparations bactériophagiques, les sulfamides et
pénicillines étaient plus stables, plus faciles a fabriquer en grandes quantités et plus
facilement administrables aux patients. De plus, leur large spectre était alors percu comme un
avantage comparativement aux bactériophages (50).

2- QUERELLES SCIENTIFIQUES ET CREPUSCULE DE LA PHAGOTHERAPIE

La facilité d’emploi et de production des antibiotiques et les critiques qui
s’accumulaient vis-a-vis des bactériophages laissaient alors présager une hégémonie de
I'antibiothérapie dans la pratique médicale a partir des années 1940-1950. Toutefois, cela ne
suffit pas a expliquer la disparition quasi-totale de ce savoir en occident. En plus de ces
éléments, le crépuscule de la phagothérapie trouve son origine dans une querelle scientifique
opposant d’Hérelle a certaines autres sommités de I'époque mais aussi dans le contexte
géopolitique.

Nous I'avons évoqué précédemment, la découverte des bactériophages est le résultat
des travaux de Twort et de d’Hérelle. La « querelle » suivant I'attribution de cette double
découverte et sur la nature du phénomeéne observé vit Twort indirectement représenté par
Jules Bordet, ayant recu le prix Nobel de médecine pour ses travaux sur I'immunité. Si
d’Hérelle considérait la lyse qu’il observait comme I'action de virus, il considérait aussi que
ces-derniers étaient directement responsables de I'immunité. Bordet, de son c6té, avait recu
le prix Nobel pour ses travaux sur la lyse des bactéries par I'intermédiaire des anticorps.
Toutefois, d’Hérelle considéra les travaux de Bordet comme une erreur. La réponse ne se fit
pas attendre et Bordet et ses disciples attaquerent d’Hérelle a travers de multiples
publications, considérant de leur coté les phages comme des enzymes lytiques (50, 59). La
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majorité de la communauté scientifique de I'époque se rangea alors derriére le nobélisé
Bordet plutdt que derriere I'iconoclaste d’Hérelle. John Nortrop, ayant regu le prix Nobel pour
ses travaux sur la trypsine et la pepsine, considéra aussi que les phages étaient une enzyme
(59). Malheureusement pour d’Hérelle, la premiere image des bactériophages fut obtenue par
microscopie électronique en Allemagne des 1940, mais la Seconde Guerre mondiale ne
favorisa pas le partage de cette découverte dans les pays ennemis de I’Axe (61).

En plus de cet aspect personnel des attaques, un aspect purement politique s’empara
des recherches sur la phagothérapie. En 1934, d’Hérelle rejoignit un de ses disciples, George
Eliava, pour fonder un centre de recherche sur le phage a Thilissi, capitale de la république
soviétique de Géorgie. En plus d’étre utilisée et développée par les services de santé de la
Wehrmacht et de I'armée impériale japonaise, la phagothérapie s’est donc retrouvée associée
aux régimes communistes, ces-derniers ne bénéficiant pas des nombreuses découvertes
occidentales concernant I'antibiothérapie. In fine, la phagothérapie fut rapidement
considérée comme une discipline pratiquée par les ennemis de I'occident (59).

Le crépuscule de la phagothérapie s’explique donc par un ensemble de causes dont
notamment les querelles personnelles entre scientifiques, le contexte géopolitique associant
la phagothérapie aux ennemis des Etats-Unis d’Amérique, un manque de preuves scientifiques
solides sur I'efficacité de la phagothérapie, des attentes et promesses démesurées et une
utilisation bien plus contraignante que celle des antibiotiques (50, 56, 59, 60). En 1963,
Gunther Stent actera ce crépuscule a travers une publication considérant la phagothérapie
comme une croyance plutdt qu’une science, comme une technologie obsoléte et comme une
discipline portée par les ennemis de I’Amérique (62). Les recherches sur les phages se
limiterent dés lors a leur emploi pour comprendre le génome. Dans les pays soviétiques, la
phagothérapie continua d’étre étudiée, particulierement a Thilissi et en Pologne (59). Enfin,
en France, les années 1980 marquerent I'arrét de la phagothérapie avec la destruction des
collections des instituts Pasteur de Lyon et Paris (50).

C- ANTIBIORESISTANCE ET NOUVELLE AUBE POUR LA PHAGOTHERAPIE

1- ANTIBIORESISTANCE ET IMPASSES THERAPEUTIQUES

Nous l'avons évoqué précédemment, la Seconde Guerre mondiale entraina une
explosion de la demande en anti-infectieux. L'enthousiasme pour les antibiotiques, associés
aux progres de la vaccination, entraina la fameuse déclaration suivante : « il est désormais
temps de refermer le livre des maladies infectieuses », citation apocryphe attribuée a William
Stewart, alors responsable de la santé publique aux Etats-Unis d’Amérique. Si cette prophétie
représentait I'enthousiasme de la communauté médicale de I'époque, elle ne s’accomplit
malheureusement pas.



Dés 1945, en plein essor de I'antibiothérapie, Alexander Fleming mit en garde la
communauté internationale contre leur mésusage, présageant déja les problématiques
associées a l'antibiorésistance (12, 63). Toutefois, les trente années qui suivirent virent le
développement de nombreuses familles d’antibiotiques et de nombreuses molécules
différentes ce qui eut pour effet de compenser les résistances, provisoirement toutefois.
Depuis la fin des années 1980, la recherche autour des antibiotiques s’est considérablement
ralentie et peu de nouvelles familles ont été découvertes (12, 64, 65). Ce ralentissement peut
étre expliqué par le co(it de développement d’un antibiotique, estimé entre 350 millions et 5
milliards de dollars (65), la moindre rentabilité de ces nouvelles molécules, souvent réservées
au traitement des infections résistantes, et par une réorientation de la recherche vers le
traitement des maladies chroniques, bien plus rentable économiquement (64). Le
développement d’antibiotiques est représenté sur la figure 7.
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Figure 7 — Découverte ou mise sur le marché des principales molécules/ familles d’antibiotiques

Créé a partir de (65) : WANFORD, Joe. Revitalizing the drug pipeline: AntibioticDB, an open access database to aid antibacterial research and
development. Journal of Antimicrobial Chemotherapy. 12 juin 2018. Vol. 73. DOI 10.1093/jac/dky208.

Or, parallelement a ce «tarissement» de nouvelles familles antibiotiques,
I'antibiorésistance se faisait de plus en plus préoccupante. Initialement, les souches
bactériennes antibiorésistantes se limitaient essentiellement aux infections nosocomiales
mais représentent aujourd’hui une véritable menace pour la santé publique, plagant certains
médecins dans de véritables impasses thérapeutiques (66). En 2014, I'antibiorésistance a été
impliquée dans le déces de plus de 700 000 personnes dans le monde. D’ici 2050, ce nombre
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pourrait dépasser les 10 millions de morts tous les ans et représenter un colt supérieur a
100 000 milliards de Dollars américains (66).

La situation est actuellement tellement préoccupante que I’Organisation Mondiale de
la Santé (OMS) a publié des alertes régulieres a destination des états membres a propos de
cette menace. L'OMS insiste ainsi notamment sur la nécessité de la mise en place de plans
internationaux de lutte et sur la recherche d’alternatives aux antibiotiques (67). Aujourd’hui,
de nombreux genres bactériens sont inscrits sur la liste des menaces du Center for Disease
Control and prevention (CDC) dont les bactéries regroupées sous le sigle ESKAPE :
Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas
aeruginosa et Enterobacter spp (68).

2- NOUVELLE AUBE DE LA PHAGOTHERAPIE ?

La recherche d’alternatives aux antibiotiques a alors entrainé la renaissance des
travaux autour des bactériophages en Occident. Ce regain d’intérét peut notamment étre
illustré par l'intermédiaire des banques de données scientifiques retracant la recherche
médicale. Si nous prenons I’'exemple du site internet PubMed, encadré par le NCBI (National
Center for Biotechnology Information), nous pouvons observer une augmentation massive du
nombre de publications répondant au mot clef « phage therapy » a partir des années 2000
(69). Ces données sont schématisées dans la figure 8.
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Figure 8 — Nombre de publications répondants au mot-clef « Phage Therapy » sur
le site Pubmed de 1946 a 2021

La quantité de travaux scientifiques consacrés a la phagothérapie a fortement augmenté depuis les
années 2000.

Réalisé a partir de (69): PubMed. PubMed [enligne]. [Consultéle 17 décembre 2021]. Disponible a I'adresse:
https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/
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Les instances réglementaires aussi s’intéressent a la phagothérapie. En 2015, I'agence
européenne du médicament a ainsi organisé un colloque sur I'état des connaissances et sur
les recherches a mener autour de cette discipline. Il souligne notamment la nécessité de
travaux démontrant I'efficacité et I'innocuité des préparations de bactériophages produites
selon les bonnes pratiques de fabrication (70). Les médecins et chercheurs frangais travaillant
autour du bactériophage se sont aussi réunis au sein d’un réseau dont la derniere assemblée
fut I'occasion d’évoquer plusieurs projets de recherche, notamment Phagoburn et Phosa
(71). Le projet Phagoburn est un projet porté par les hopitaux militaires, principalement
francais et belges, visant a créer des préparations de bactériophages efficaces sur des brilures
surinfectées par Pseudomonas aeruginosa tandis que le projet Phosa vise a lutter, par
I'intermédiaire des phages, contre les infections osseuses, articulaires et les ulcéres
diabétiques (50, 72). De plus, des essais sur des infections de prothéses articulaires ont
présenté des résultats satisfaisants (73).

Concernant la médecine humaine, la principale entreprise frangaise travaillant sur les
bactériophages est la société Pherecydes Pharma, dont le phage PP1131 dispose d’une
autorisation temporaire d’utilisation nominative et dont plusieurs autres produits vont entrer
en essais cliniques a partir de 2022. En particulier, le 22 décembre 2021, Pherecydes Pharma
a recu l'approbation de I'agence du médicament pour son programme PhagoDAIR. Ce
programme consiste en des essais cliniques de I'usage des bactériophages adaptés a la souche
de S.aqureus impliquée dans des infections ostéoarticulaires. Il s’agit aujourd’hui du premier
essai cliniqgue de la phagothérapie de précision approuvé a I'échelle mondiale (74, 75). En
médecine vétérinaire, I'entreprise Vetophage, travaillant dans les locaux de I'Ecole Normale
Supérieure de Lyon promet de mettre sur le marché des kits de détection rapide des
pathogenes majeurs de mammites bovines reposant sur les phages d’ici 2022, puis une
gamme thérapeutique développée a partir de leur collection de virus (76).

Il convient de noter qu’actuellement, I'usage des bactériophages est limité en France
a un usage « compassionnel », c’est-a-dire lorsqu’un cas clinique se trouve dans une situation
d’'impasse thérapeutique, encadré par l'agence du médicament. Ces préparations ont
notamment été utilisées par les Hospices civils de Lyon, la Pitié-Salpétriere ou I’hopital
Georges Pompidou pour lutter contre des infections respiratoires, ostéoarticulaires ou
neuroméningées. In fine, en France, seules les préparations produites par I’hopital militaire de
la Reine Astrid, situé en Belgique, et par la société Pherecydes Pharma ont pu étre utilisées
(75). Pour pouvoir prétendre a un tel usage, I'agence du médicament rappelle la nécessité de
répondre aux bonnes pratiques de fabrication (75).

Si nous avons ici principalement évoqué la France, il faut souligner que cet élan est
partagé a travers le monde. Les travaux d’Europe de I'Est sont désormais accessibles et publiés
dans le monde anglophone et les Etats-Unis se lancent aussi dans I’étude des bactériophages
thérapeutiques. Nous pouvons notamment citer le groupe TAILR (Tailored Antibacterials and
Innovative Laboratories for Phage Research), formé d'un ensemble de virologistes,
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bactériologistes et médecins, et coordonné par l'université de médecine de Baylor au Texas.
Ce groupe travaille en collaboration avec la Food and Drug Administration et souhaite
produire des préparations de bactériophages répondant aux bonnes pratiques de fabrication
(51).

Points essentiels : Histoire de la phagothérapie et regain d’intérét actuel

e La découverte des bactériophages est le résultat des travaux du britannique Frederik Twort
et du franco-canadien Félix d’Hérelle (1,56,57). Les travaux de d’Hérelle sont datés de 1917.
e Félix d’Hérelle vit rapidement des applications thérapeutiques a sa découverte (58). Des

1919, il traita des poulets atteints de typhose (12).

e Les années 20 virent I'essai de la phagothérapie dans de nombreux cas cliniques. Les
bactériophages furent aussi utilisés pour décontaminer I’eau dans le cadre d’épidémies de

choléra (12,50,59).

e Ladécouverte des antibiotiques, leur grande facilité d’utilisation, des querelles scientifiques,
politiques et une mauvaise compréhension des bactériophages conduisit a leur oubli dans

les pays occidentaux (50,59-62).

e La recherche concernant les bactériophages et leur emploi continuerent dans les pays du

bloc de I'Est dont principalement la Pologne et la république Soviétique de Géorgie (59).
e La phagothérapie continua d’étre utilisée en France jusqu’a la fin des années 1970 (50).
e Le monde fait aujourd’hui face a la menace de I'antibiorésistance (66).

e En 2050, le nombre de morts imputables chague année a I'antibiorésistance pourrait

atteindre les 10 millions d’individus (66).

e Parallelement, le nombre de familles d’antibiotiques découvertes s’est amenuisé a partir des

années 1980 et la recherche autour des antibiotiques a globalement ralenti (12,64,65).

e L'ONU, consciente de la menace, a donc appelé, a travers 'OMS, les gouvernements

mondiaux a trouver des solutions, parmi lesquelles des alternatives aux antibiotiques (67).

e La recherche occidentale autour de l'usage thérapeutique des bactériophages s’est

massivement redéveloppée a partir des années 2000 (69).

e En France, plusieurs études encadrées par I'agence du médicament ont été mises en place.
De plus, cette derniere organise des réunions d’experts travaillant autour du bactériophage

(50,71-73,75).

o Actuellement, I'usage des bactériophages reste limité a des usages compassionnels. Les

produits utilisés sont sujets a Autorisation Temporaire d’Utilisation nominative (75).

e Pour pouvoir prétendre a un tel usage, les préparations bactériophagiques doivent avoir été

produites en respectant les bonnes pratiques de fabrication (75).
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PARTIE Il - LA PHAGOTHERAPIE : CONCEPTION ET PHARMACOLOGIE

Dans les deux parties précédentes de cette étude, nous avons étudié la nature et la
biologie des bactériophages puis I'histoire de la phagothérapie. Comme pour tous
médicaments, avant d’en évoquer les emplois qui ont été ou sont envisagés en médecine
vétérinaire, nous allons étudier les principes pharmacologiques de la phagothérapie, de
I'isolement d’un bactériophage aux données actuelles concernant la pharmacocinétique des
préparations de phages. Nous étudierons aussi quels sont les principaux avantages et les
principales limites de la phagothérapie, en particulier en regard des antibiotiques, desquels
les phages sont considérés comme une des alternatives.

A- CONCEPTION D’UNE PREPARATION DE BACTERIOPHAGES

Avant d’étudier la pharmacologie des bactériophages, il est essentiel de comprendre
comment sont élaborées les préparations bactériophagiques. Méme si les préparations multi-
usages, souvent qualifiées dans la littérature anglophone de « prét a porter », sont plus
pratiques d’utilisation car il n’est pas nécessaire de les renouveler pour chaque patient, nous
étudierons dans cette sous-partie le mode de préparation dit « tailored » ou « sur-mesure »,
adapté a chaque patient, et en particulier a la bactérie I'infectant, et considéré comme
préférable car ciblant précisément une espece ou souche bactérienne donnée (51, 77-79).

1- ISOLEMENT D’UN BACTERIOPHAGE

Nous l'avons évoqué plus tot, les bactériophages sont omniprésents dans
I’environnement et forment I'entité biologique la plus importante en nombre sur Terre (45).
Lorsqu’aucun phage d’intérét n’est présent dans les collections du laboratoire, il est
nécessaire d’isoler un nouveau phage actif contre la bactérie ciblée (51). Plusieurs matrices
sont disponibles dont notamment les eaux usées, sources d'un tres grand nombres de
bactériophages, les sols, I'eau des lacs, rivieres ou océans mais aussi l'urine et les déjections
humaines ou animales (51, 79). Il est aussi possible de trouver des phages au niveau des
follicules pileux, de la peau, de la salive ou des muqueuses (51). En particulier, les
bactériophages ciblant des pathogenes humains sont plus facilement retrouvés a proximité
des hopitaux. De plus, plus une bactérie est rare, plus il est difficile de trouver un
bactériophage lui correspondant et il faut alors prélever un grand volume d’échantillon pour
espérer trouver un bactériophage (79).

Une fois que la matrice d’ou I'on veut extraire un bactériophage est collectée, il faut
isoler le bactériophage. Les protocoles possibles sont nombreux (79). Globalement, la
premiéere étape passe par la mise en solution de I’échantillon prélevé. Pour les échantillons
solides, cette étape est réalisée par I'ajout de solution tampon salée de citrate de potassium
et par un processus de sonication ou d’agitation permettant de libérer les virus dans la
solution (80). Si de la matiére organique est présente en grande quantité, les échantillons sont
centrifugés. Le surnageant ou I’échantillon passent alors a travers des filtres dont le diametre
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des pores est de 0.2 um assurant le retrait des bactéries de I’échantillon. Des lors, si un
enrichissement est souhaité, il est possible d’incuber la solution obtenue en y ajoutant un
milieu de culture contenant la souche bactérienne étudiée en phase exponentielle de
croissance. Les prérequis a un tel enrichissement sont variables selon le bactériophage et la
bactérie (78, 79). Cette solution enrichie est de nouveau filtrée pour en éliminer les bactéries
résiduelles et les débris bactériens. Les bactériophages peuvent étre concentrés en réalisant
des centrifugations ou des filtrations mais cela peut altérer leur survie (81).

Une fois cette solution réalisée, la présence d’un ou plusieurs bactériophages peut étre
mise en évidence par plusieurs méthodes. La principale est I'application de la solution sur une
gélose recouverte par un tapis bactérien formé par la bactérie hote, typiquement la bactérie
impliquée dans la maladie du patient, mais aussi des bactéries « substituts » lorsque cela est
possible. Par exemple, des bactériophages de M. tuberculosis ont déja été cultivés en se
basant sur des tapis bactériens de M. smegmatis, considérée comme non pathogéne et
beaucoup plus facile a cultiver (82). La présence de bactériophages est évaluée
gualitativement par la présence de plages de lyse sur la tapis bactérien (81). L'aspect de la
plage est différent selon le bactériophage impliqué dans le phénoméne de lyse. Pour purifier
un bactériophage, une plage de lyse est prélevée et incubée avec un bouillon de culture
similaire a celui utilisé lors de I’étape d’enrichissement. Le résultat de I'incubation est étalé
une nouvelle fois sur un tapis bactérien. La répétition de cette étape permet la purification du
bactériophage et de passer a |'étape de caractérisation (51, 78, 79, 81).

D’autres méthodes existent afin de mettre en évidence la présence de bactériophages
dans un échantillon dont notamment des techniques reposant sur de la colorimétrie ou de la
microscopie électronique (79). Ces méthodes permettent de trouver des phages dans des
échantillons ou la méthode précédemment évoquée n’a pas été suffisante.

2- PURIFICATION ET CARACTERISATION

Une fois un bactériophage d’intérét isolé, il faut le caractériser, c’est-a-dire déterminer
la famille du phage, ses principaux critéres infectieux, s’il est capable de lysogénie, s'il porte
éventuellement des génes codant des toxines pour, in fine, déterminer s’il est concevable de
I'utiliser en phagothérapie (51, 79, 81). Les phages sont préalablement purifiés. Cette étape
peut étre réalisée par précipitation des bactériophages dans du polyéthyléne glycol et du
chlorure de sodium ou par concentration dans une solution de chlorure de Césium (51).

Les principaux critéres infectieux étudiés sont le spectre d’hbte et donc par extension
la spécificité du bactériophage, le taux d’adsorption des phages aux bactéries, la productivité
de linfection, c’est-a-dire le nombre de virions produits par phénomeéne de lyse, et la période
de latence entre le moment ou I’ADN du bactériophage est internalisé par la bactérie et le
moment de la lyse (51, 79, 83). Pour déterminer le spectre d’hote, des « spot tests » sont
réalisés sur les plusieurs souches bactériennes hoétes. Des cultures fraiches des souches
bactériennes sont préparées et par un procédé similaire a celui évoqué dans la partie sur



I'isolement du bactériophage, une goutte de solution contenant le bactériophage a tester est
placée sur ce tapis bactérien. Ceci permet de tester plusieurs bactériophages sur une méme
gélose. La qualité de la plage de lyse formée est alors classifiée entre lyse totale, lyse partielle
et absence de lyse (84). Une fois les souches bactériennes et les bactériophages choisis, il est
alors possible de déterminer I'EOP (Efficiency of Plating) de ces bactériophages. L'EOP est une
valeur relative du titre de bactériophage obtenu sur une lignée cellulaire donnée par rapport
a une valeur référence correspondant au titre maximal obtenu. Pour la déterminer, il est
possible de réaliser des dilutions d’un facteur 10 du titre en bactériophage et d’appliquer les
solutions obtenues sur un tapis bactérien. La réalisation de cette mesure permet de mettre
en évidence certains phénomenes ol une lyse bactérienne est effectivement observée aux
plus hauts titres mais absente aprés quelques dilutions. Ceci peut permettre d’illustrer une
liaison du bactériophage a la bactérie mais la présence d’infections trop peu productives ou
d’infections abortives n’assurant pas une réplication suffisante du bactériophage pour
détruire la souche bactérienne (84). De la qualité des plages de lyse bactérienne, il est aussi
possible de supposer la présence d'un phénoméne de lysogénie, les plages étant
généralement troubles (79). L'étape de la caractérisation peut aussi étre celle ou des synergies
ou antagonismes avec d’autres bactériophages ou avec des antibiotiques sont recherchés
(51).

Aujourd’hui, I'étude des bactériophages passe aussi par le séquencage de leur génome.
L'analyse de I'information génétique du virus permet de statuer sur la capacité lysogénique
d’un bactériophage, mais aussi sur la présence de genes codant des toxines, ou associés a de
I'antibiorésistance. Ces deux éléments excluent certains phages d’un usage thérapeutique.
Ainsi, les génes codant des intégrases ou ceux codant les toxines staphylococciques peuvent
étre recherchés (51, 81).

3- CONSERVATION DES BACTERIOPHAGES

L'isolement, la purification et la caractérisation des bactériophages sont des étapes
chronophages parfois incompatibles avec un usage thérapeutique. Emerge alors la nécessité
d’une « phagotheque », dans laquelle sont conservés et catalogués les bactériophages. Le
groupe TAILPR, composé de bactériologistes, virologistes et médecins basés a I'université
Baylor au Texas, estime ainsi que la création d’une préparation bactériophagique est réduite
de plusieurs semaines voire mois lorsqu’ils possedent déja les bons bactériophages dans leur
banque (51). La stabilité des phages au sein de ces collections doit étre évaluée et, au cours
du stockage, I'activité des particules virales ne doit pas étre altérée.

Les paramétres influencant la stabilité des bactériophages sont, certes le milieu dans
lequel les virus sont stockés, mais aussi des parameétres physico-chimiques extérieurs (79). La
température est un facteur essentiel au bon stockage des bactériophages. Malheureusement,
il est difficile de tirer des regles générales quant au bon stockage des préparations
bactériophagiques en solution. Par exemple, certains phages perdront leur activité en 24h s’ils
sont stockés a 4°C tandis que d’autres conservent leur activité jusqu’a 6 mois a cette méme
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température (85). L'acidité et 'osmolarité du milieu de stockage sont aussi a prendre en
compte. Enfin, les phages étant sensibles aux UV, il convient de les stocker a I’abri des sources
lumineuses.

La conservation en solution n’est pas le seul moyen pour réaliser une banque de
bactériophages. La lyophilisation et la conservation directe des bactériophages a -80°C, parfois
dans l'azote liquide, ont été envisagées (79, 86, 87). Lors de la lyophilisation, les
bactériophages associés a des cryoprotecteurs sont congelés puis I'eau est sublimée par
modification du couple pression-température. Le résultat est scellé sous vide. La lyophilisation
permet d’obtenir un produit stable dans le temps mais le protocole en lui-méme peut induire
une forte chute du titre en bactériophage. Il n’est donc pas indiqué pour tous les
bactériophages. La lyophilisation laisse toutefois envisager un moyen de commercialisation
des préparations bactériophagiques facile d’emploi, en particulier pour une utilisation dans
les élevages (79, 87, 88). Enfin, une autre méthode consiste en la conservation des
bactériophages sous forme d’ADN contenu dans la bactérie hote, bactérie étant elle-méme
placée dans l'azote liquide puis conservée a -80°C. La conservation sous une telle forme
semble plus stable que la congélation des bactériophages directement a -80°C. Les auteurs,
considerent cette solution comme un bon moyen de conserver les Caudovirales, et en
particulier, ceux dont la caractérisation est insuffisante pour choisir d’autres méthodes de
stockage (79, 86).

Malgré I'existence de plusieurs techniques de conservation, aucune aujourd’hui n’est
universelle et seule I'’étude individuelle de chaque virus permet de choisir la bonne technique.
Lorsque les virus sont conservés en solution, le titre en bactériophage doit étre régulierement
contrblé et s’il s"amenuise trop, la population doit étre de nouveau multipliée. Néanmoins,
I"'accumulation de mutations au fil des cycles peut entrainer une dérive génétique des virus
stockés, et les phages « sauvés » peuvent, petit a petit, devenir différents du virus originel (86,
87).

Afin d’étre employée en thérapie, la population de bactériophages doit de nouveau
étre amplifiée et le résultat doit étre purifié des éléments bactériens et des éventuelles
toxines par filtration et par les processus de purification évoqués précédemment avant d’étre
mis sous la forme galénique d’administration (81).

B- PHARMACOLOGIE DES BACTERIOPHAGES

Le dossier d’autorisation de mise sur le marché des médicaments passe nécessairement
par une étude des principales données pharmacologique de ces derniers. Ces données
permettent de comprendre le fonctionnement d’un médicament. Traditionnellement, la
pharmacologie est elle-méme divisée en deux composantes élémentaires, différentes mais
complémentaires : la pharmacocinétique (PK) et la pharmacodynamie (PD). Dans cette partie,
nous développerons les connaissances actuelles concernant les travaux PK/PD menés chez les
bactériophages.



1- PHARMACOCINETIQUE DES BACTERIOPHAGES

La pharmacocinétique est une discipline qui englobe I'ensemble des actions de
I'organisme sur le médicament. Elle permet d’étudier l'atteinte et le maintien d’une
concentration active de principe actif au niveau du site d’action. Elle est classiquement divisée
en quatre éléments se succédant au cours de la vie d’un principe actif au sein de I'organisme :
I'absorption, la distribution, le métabolisme et I'excrétion. L’absorption correspond au
passage de la molécule vers la circulation systémique. La distribution s’intéresse a son passage
du sang vers les tissus ou aura lieu I'activité. Le métabolisme s’intéresse a toutes les
modifications de la structure de molécule réalisées par I'organisme et regroupe donc les
phénoménes de biotransformation, en particulier au niveau du foie. Enfin, I’ élimination
correspond a I'excrétion du xénobiotique hors de I'organisme, par voie urinaire ou fécale, mais
aussi parfois par les voies pulmonaires, mammaires ou a travers d’autres sécrétions (89). Si
I'ensemble de ces concepts peuvent s’appliquer a la phagothérapie, la nature virale des
phages implique la prise en compte d’autres éléments, en particulier leur réplication in situ.
Ci-dessous, nous tenterons d’évoquer les principaux points communs entre les
bactériophages mais il demeure difficile de tirer des conclusions générales pour tous les
bactériophages potentiellement utilisables en thérapie. Malgré leur utilisation comme agents
thérapeutiques dans certains pays, de nombreuses données sont encore manquantes
concernant la pharmacocinétique des phages (90).

A- ABSORPTION

Lors de I'emploi d’une préparation bactériophagique, la premiere étape est
I'absorption. Il s’agit donc ici du passage du bactériophage vers le compartiment systémique.
L'absorption est conditionnée par la voie d’administration. Les bactériophages peuvent étre
injectés, administrés par voie orale, mais aussi pulvérisés dans les poumons ou utilisés
localement (91).

La premiere voie d’administration que nous étudierons ici est la voie per os.
L'administration per os présente I'avantage d’étre facilement utilisable, en particulier chez
I’'humain. De plus, certains bactériophages font partie de la flore commensale du tube digestif
des animaux (92). Il est globalement admis que les bactériophages peuvent transiter dans le
tube digestif puisque des bactériophages administrés par voie orale peuvent étre retrouvés,
toujours actifs, dans les feces, de maniére dose dépendante. Par exemple, lors
d’administration expérimentale de solutions de bactériophages a des enfants bangladais
souffrants de diarrhée, ces mémes virus, toujours actifs, ont été isolés a partir de leurs selles
(93, 94). Néanmoins, plusieurs facteurs conditionnent cette survie. Le premier est la sensibilité
du phage a l'acidité, et en particulier a I'acidité gastrique. Cette sensibilité aux pH faibles est
variable selon les espéces et peut entrainer une inactivation temporaire ou définitive du
bactériophage. Ainsi, chez 'homme comme chez les animaux, des tampons a l'acidité
gastrique ont parfois été utilisés lors d’administration de bactériophages. Toutefois, ceci ne
semble pas augmenter significativement les comptages fécaux de phages (92). Pour les
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especes virales les plus sensibles, des procédés d’encapsulation ont été proposés (95). Au
contraire, il semblerait que les bactériophages soient relativement résistants aux enzymes
digestives et aux sels biliaires. Notons que la plupart des expériences concernant la stabilité
des bactériophages sont menées in vitro. In vivo, la présence de certains ions ou molécules
pourrait empécher l'altération du virus. Enfin, la présence d’une bactérie hote peut, dans
certains cas, favoriser la survie des bactériophages a travers le tube digestif, comme cela a été
démontré sur modele murin (92). In fine, une des principales questions aujourd’hui reste la
capacité des bactériophages a passer a travers I'épithélium digestif pour rejoindre le
compartiment systémique. In vitro, il a été montré que les bactériophages peuvent passer a
travers |’épithélium intestinal par un phénoméne de transcytose (96). Malgré cela,
I’administration per os des phages est la voie donnant les plus mauvais résultats quant a leur
biodisponibilité, et donne des résultats significativement moins bons que I'administration par
voie parentérale (92). Encore une fois, un des facteurs primordiaux pour |'absorption des
phages est la dose administrée. Une des hypothéses pouvant expliquer cette mauvaise
biodisponibilité serait le passage des bactériophages par les nceuds lymphatiques
mésentériques qui joueraient le role de filtre (91, 92). Dés lors, la phagothérapie par voie per
os apparait principalement indiquée pour des affections digestives mais cela n’exclue pas une
administration par une telle voie pour un usage systémique. Dans tous les cas, I'étude de la
stabilité des bactériophages est essentielle.

Parmi les autres voies d’administration, nous pouvons notamment évoquer les voies
respiratoires, la voie transcutanée et la voie intra-rectale. L’administration de bactériophages
par les voies respiratoires se fait au moyen d’inhalations et par des administrations intra-
nasales ou intra-trachéales. Les retours sont toutefois contrastés avec quelques études
rapportant une bonne absorption (97) et d’autres une absorption médiocre (92). Cette voie
d’administration est principalement indiquée pour les affections respiratoires. L’absorption
de bactériophages par voie transcutanée est complexe, la plupart des études montrant une
absorption faible (98). Enfin, concernant la voie intrarectale, des travaux de 2020 menés sur
des lapins ont montré la capacité de bactériophages présentés sous forme de suppositoires a
passer dans le sang dans les 15 minutes suivant I'administration du produit. Si des travaux
supplémentaires sont nécessaires, les auteurs considéerent que cette voie d’administration
pourrait étre une méthode d’administration des phages pour des affections systémiques (99).
Avec une telle galénique, une bonne observance apparait toutefois compliquée en médecine
vétérinaire des animaux de compagnie.

Les injections sont considérées comme la voie d’administration assurant le plus grand
passage de particules virales vers le compartiment systémique (91, 92). Ainsi, les voies
intrapéritonéales, intramusculaires, sous-cutanées et intraveineuses assurent une
biodisponibilité significativement plus élevée que la voie orale (92). De plus, ces voies sont
celles qui permettent de détecter des phages dans le sang le plus rapidement. L'injection
intrapéritonéale permet une détection des phages dans le sang plus rapide que les voies
intramusculaires ou sous-cutanée. Les injections offrent la plus haute biodisponibilité des



bactériophages dans le sang. Elles pourrait donc étre particulierement indiquées pour le
traitement des infections systémiques, mais aussi des infections plus localisées (92).

B- DIFFUSION

Une fois que le bactériophage a atteint le compartiment sanguin, la seconde étape
conditionnant sa pharmacocinétique est la diffusion, c’est-a-dire sa capacité a rejoindre les
tissus ou se trouve sa cible.

Aprés linjection des bactériophages par voie intraveineuse, leur titre diminue
drastiquement en 30 minutes (100), devenant tres inférieur au titre théorique calculé suite a
la dilution de la préparation dans la volume sanguin (92). Plusieurs hypothéses ont été
proposées pour expliquer une telle différence dont la capture des phages par le systéme des
phagocytes mononucléés (SPM) ou leur liaison aux érythrocytes. Si la seconde hypothése n’a
jamais pu étre prouvée (92), les phages peuvent effectivement étre phagocytés par le SPM
(101). Les implications de cette phagocytose sur le succes de la phagothérapie sont encore
mal connues (101).

Les bactériophages sont aussi capables d’atteindre de nombreux tissus. Dans les
guelques minutes suivant leur administration par voie parentérale, des bactériophages
peuvent étre retrouvés, au niveau du foie et de la rate et, en quelques heures, leur
concentration peut dépasser celle du sang (91, 92). La rate est aussi 'organe ol des phages
actifs persistent le plus longtemps apres I'administration. Ceci est a relier avec la présence en
forte quantité de cellules du systeme des phagocytes mononucléés dans ces organes. Des
bactériophages peuvent aussi passer du flux sanguin aux muscles striés squelettiques, au
cceur, aux glandes salivaires, aux nceuds lymphatiques, a la moelle osseuse, aux reins, a la
vessie , aux poumons et au systeme digestif (91, 92). Cette pénétration semble facilitée en cas
d’infection par une bactérie hbte et est dépendante de la dose de phages.

Enfin, il semblerait que les bactériophages puissent aussi traverser la barriere hémato-
encéphalique et rejoindre le systéme nerveux central. Les hypothéses principales émises
guant a cette diffusion reposent sur 'endocytose des particules virales et le transport axonal
(91, 92, 102). En particulier, des expériences ont montré la capacité des bactériophages a
protéger des souris infectées intra cérébralement par des bactéries du genre Shigella (103).
Les principaux facteurs influencant cette diffusion sont encore une fois la dose de phages
administrée et la voie d’administration.

C- METABOLISME

L'analyse du métabolisme d’une substance en pharmacocinétique comprend toutes
les modifications que cette substance subit au sein du corps. Classiquement, lors de I'étude
de xénobiotiques, nous nous intéressons principalement aux bioactivations, biotoxifications,
mais aussi aux inactivations, détoxifications et aux éventuels métabolites produits. Nous
I'avons déja évoqué, au contact de la population bactérienne cible, les bactériophages



subissent une série de modifications physico-chimiques, allant de la modification de leur
conformation tridimensionnelle a I'expression de leur génome, expliquant leurs propriétés
antibactériennes et pouvant entrainer une libération de nouveaux virions. L’activation des
bactériophages et I'amplification des populations virales doivent donc étre inclues dans notre
étude du métabolisme (104). Dans un second temps, nous étudierons aussi I'inactivation des
particules virales, en particulier par le systeme immunitaire.

Deux types de phagothérapie sont différentiés. La phagothérapie passive est définie
comme la destruction des bactéries par des bactériophages directement administrés a
I'individu. Au contraire, la phagothérapie active, repose sur la destruction des bactéries par
des bactériophages générés in situ par leur propre amplification (89, 104, 105). Des lors, ce
métabolisme influe donc sur la pharmacocinétique et implique des modéles semblables a ceux
retrouvés dans des études proie-prédateur. La potentielle croissance de la population virale
est donc directement corrélée a la densité de la population bactérienne. Ainsi, il existe une
densité bactérienne seuil au-dessus de laquelle la population de bactériophages va croitre, et
en dessous de laquelle elle va s’amenuiser. Des lors, en considérant une population
bactérienne en croissance exponentielle, par exemple dans le cadre d’une infection aigue, il
est possible d’associer a la densité seuil une valeur temporelle. Une phagothérapie active est
donc idéalement commencée dans un intervalle de temps proche de ce moment critique
(105). D’autres modeles compilent les effets passifs et actifs. De plus, ces informations
concernant les seuils bactériens peuvent aussi permettre de déterminer a quels moments
I'usage d’un antibiotique peut étre favorable ou délétére a la phagothérapie (89, 105).

L'inactivation des bactériophages au cours de leur séjour dans I'organisme est assurée
par trois systemes : le systeme des phagocytes mononucléés, le systéme du complément et
par la réponse humorale. Ces trois éléments sont couramment inclus dans |'étude
pharmacocinétique (89, 91, 92). La prise en charge des phages par le SPM serait
principalement liée a la grande taille des particules virales. De plus, certaines études suggérent
gue les bactériophages les plus grands seraient pris en charge par les SPM plus rapidement
(106). Ceci expligue aussi les fortes concentrations observées de bactériophages dans la rate
et le foie, organes fortement infiltrés par le SPM. L’inactivation des bactériophages dans le
foie est aussi plus rapide que dans la rate (100). Une fois phagocytés, I'inactivation des
bactériophages n’est pas immédiate et est réalisée aprés environ deux heures (101). Les
enzymes faisant partie du systéme du complément peuvent aussi inactiver les bactériophages
(107). Enfin, lI'induction d’une réponse humorale et la génération d’anticorps ciblant les
bactériophages a été mise en évidence (92). Ces anticorps peuvent étre responsables de la
neutralisation des virus, en particulier lorsqu’ils ciblent les épitopes présents au niveau de la
gueue du phage et responsables de la reconnaissance de la bactérie (16, 108). Toutefois,
I'intensité de cette réponse anticorps varie selon la voie d’administration, le phage administré
et le patient. Elle n’exclue pas un résultat positif de la phagothérapie (109).



Les études ont aussi permis de mettre en évidence des virions a circulation plus longue
dans l'organisme. Ainsi, en modifiant les protéines de la téte d’un bactériophage, des
chercheurs sont parvenus a créer un virion circulant plus longtemps car il était beaucoup
moins sensible au complément (110). Il est donc possible de sélectionner des virions a longue
persistance (77). L’encapsulation est aussi une technique évoquée pour diminuer
I'inactivation des bactériophages (77, 91, 92). L'encapsulation consiste en l'inclusion du
bactériophage dans une structure lipidique ou protéique le protégeant des agressions
extérieures. Ainsi, des chercheurs ont créé des bactériophages encapsulés dans des liposomes
ou dans des polymeres tels que de I'alginate, des pectines, du chitosane, de I'agarose ou du
polyméthyl-méthacrylate (95). Si les procédés et les molécules utilisées pour réaliser
I’encapsulation sont nombreux, cette technique a pour but une meilleure stabilité des
bactériophages ou une plus longue persistance dans |'organisme. Elle peut notamment
limiter leur neutralisation par le systéme immunitaire en les masquant (92).

D- ELIMINATION

La derniére étape étudiée par la pharmacocinétique est I’élimination du xénobiotique
de I'organisme. Méme si la disparition des bactériophages apres leur prise en charge par le
systeme immunitaire pourrait aussi étre inclue dans cette partie, elle a été traitée dans la
partie concernant le métabolisme a cause des nombreuses modifications chimiques qu’elle
implique. Nous étudierons ainsi principalement I'excrétion des bactériophages par voie
urinaire et digestive.

La voie urinaire est la principale voie d’élimination de la plupart des xénobiotiques.
L’excrétion du principe actif dans les voies urinaires présente parfois un effet thérapeutique,
ceci permettant son action directement au niveau du tractus urinaire. Au niveau des
glomérules rénaux, le passage des molécules du plasma vers |'urine est dépendante de la taille
(111). Uexcrétion rénale des phages est négligeable, probablement a cause de leur taille (112).
De plus, cette excrétion est inconstante, individu-dépendante et a des titres inférieurs a ceux
obtenus dans le sang (91). Il apparait donc difficile de se reposer uniquement sur I'excrétion
urinaire des bactériophages pour le traitement des infections urinaires et la plupart des
auteurs suggeérent une administration locale des bactériophages (91, 112, 113).

Concernant I’élimination digestive des bactériophages, nous avons vu précédemment
gue les bactériophages pouvaient diffuser au niveau des glandes salivaires et du tractus
digestif. Toutefois, cette élimination concerne principalement I'administration par voie per os
et donc les bactériophages qui n’ont pas pénétré a 'intérieur de I'organisme (91, 92).

2- PHARMACODYNAMIE

La pharmacodynamie est une discipline étudiant les effets du médicament sur
I'organisme et sur sa cible. Cela englobe notamment les effets thérapeutiques, I'étude de
I’affinité du ligand pour son récepteur, le mécanisme d’action de la molécule mais aussi les
éventuels effets secondaires. Dans le cas des bactériophages, nous nous intéresserons
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principalement aux effets bactéricides et a ce qui les conditionne. Néanmoins, des études
suggerent de potentiels effets anti-inflammatoires et immunomodulateurs. Nous évoquerons
aussi les effets secondaires et toxiques pouvant étre associés aux préparations
bactériophagiques. A I'instar de la pharmacocinétique, il conviendrait d’étudier chaque phage
indépendamment puisqu’ils n’ont pas tous les mémes caractéristiques. Nous tenterons donc
ici d’évoquer les principes pharmacodynamiques généraux attribuables aux phages.

A- EFFET BACTERICIDE

Le premier effet que nous allons étudier est I'effet antibactérien. Il s’agit de celui
principalement recherché en phagothérapie. Nous avons déja évoqué les cycles que peuvent
accomplir les bactériophages au contact des bactéries dans la partie I-B concernant la biologie
des bactériophages. Toutefois, il faut souligner ici que, méme si certains bactériophages
tempérés peuvent réduire la prolifération de populations bactériennes, le risque associé aux
modifications du génotype des bactéries par transfert de génes codant des toxines ou
responsable d’antibiorésistance implique I'exclusion des phages a capacité lysogénique lors
de phagothérapie. Des phages strictement lytiques seront donc sélectionnés suite a la
caractérisation évoquée dans la partie IlI-A-2 (12).

Trois grands types d’interactions peuvent se produire lorsqu’un phage virulent rencontre
une bactérie. La premiére conduit a un effet nul, c’est-a-dire sans effet bactéricide. Elle peut
étre le résultat d’'un phage ne pouvant s’attacher a la bactérie ou d’une infection abortive,
causée par la présence d’endonucléases bactériennes, d’une infection préalable par un phage
ou par la présence du systeme CRISPR-Cas. Ces interactions ne sont donc pas intéressantes en
phagothérapie et sont détaillées dans la partie I-B-6 (25, 89, 114). La seconde est un effet
bactéricide associé ou non a une production de virions. Cet effet bactéricide est nécessaire
pour la bonne conduite de la phagothérapie et est a la base du mode de traitement passif. La
production de virions est quant a elle nécessaire afin de réaliser un traitement actif (89). Un
phénomeéne pouvant expliquer la destruction de la bactérie sans production de virions est
nommé « Lysis from Without » (lyse par I'extérieur) dans la littérature anglophone. Il
correspond a I'adsorption de nombreux bactériophages simultanément a la paroi bactérienne
aboutissant a des dommages tels que la bactérie est détruite (115).

A partir de ces modeles, plusieurs données ont été utilisées pour tenter de fournir des
bases mathématiques permettant de prévoir I'efficacité de la phagothérapie. La premiére des
données employée est le titre en bactériophage qui doit étre suffisamment élevé pour
atteindre en quantité suffisante la cible bactérienne (51, 105). Dans le cadre de la
phagothérapie passive, deux seuils sont définis ; le premier correspond a la quantité de phages
nécessaire pour que la croissance bactérienne soit stoppée, le second correspond a la quantité
minimale de phages a atteindre pour détruire totalement la population bactérienne (105). Des
données importantes sont aussi la « multiplicity of infection » ou MOI qui correspond au
nombre de particules virales par rapport au nombre de bactéries, le nombre de virions
produits par infection productive ou la période de latence. Par exemple, le phénomene de



« lysis from without » est souvent associé a des MOI élevées. (89). Enfin, certaines données
ont déja été évoquées précédemment dans la partie concernant le métabolisme des
bactériophages. Nous avons notamment cité la densité bactérienne et le moment critique a
partir duquel la phagothérapie peut étre employée (105).

B- EFFET SUR LES BIOFILMS

Les biofilms sont des structures produites par les bactéries leur permettant de coloniser
des milieux hostiles. Ils sont formés par de nombreuses cellules bactériennes entourées par
une matrice extracellulaire. Pseudomonas aeruginosa et Staphylococcus aureus sont capables
de s’organiser en biofilms (116). Si la nature des biofilms est hautement variable selon les
bactéries qui les constituent, ils ont tous pour matrice principale un polysaccharide auquel
s’ajoute diverses molécules comme de I’ADN ou des protéines (117). Dans ces structures, les
bactéries sont protégées des antibiotiques et du systeme immunitaire de I'hGte, ce qui
explique les fréquents échecs thérapeutiques associés aux biofilms (118).

Les bactériophages peuvent permettre la destruction des bactéries impliquées dans les
biofilms. Cette désorganisation du polymére est permise par la pénétration des
bactériophages dans le biofilm, I’élimination des bactéries produisant la matrice
extracellulaire, la présence au niveau des capsides des phages d’enzymes détruisant le
polymére et enfin la capacité a faire exprimer des enzymes similaires par les bactéries hotes
(89, 116). Plusieurs études mettent ainsi en évidence la capacité des phages a détruire des
biofilms, seuls ou en association avec des antibiotiques (118-120). Des travaux
supplémentaires seront nécessaires afin de déterminer quels phages sont les plus adaptés
dans le traitement des biofilms (12).

C- EFFET SUR LES RESISTANCES BACTERIENNES

Le dernier effet de I'exposition des populations bactériennes aux bactériophages que nous
allons évoquer ici est la sélection de phénotypes résistants aux bactériophages. Cette
sélection de bactéries résistantes lorsqu’une population est exposée aux phages est connue
depuis 1943. Les auteurs avaient alors noté une diminution de I'affinité des virus pour la
bactérie (121).

Dans les faits, plusieurs systémes sont impliqués dans la résistance des bactéries a leurs
virus (12). Cette résistance est médiée par des mécanismes internes et externes. Concernant
les mécanismes internes, nous pouvons d’abord citer I’existence d’endonucléases lysant I’ADN
viral mais épargnant I’ADN bactérien lorsqu’il est méthylé. Un second mécanisme repose sur
la production d’une toxine et de son anti-toxine naturellement par expression du génome
bactérien. Lorsque les phages infectent la bactérie et altérent ses capacités métaboliques,
I’expression du génome est modifiée et la toxine n’est plus contrée par son ligand (122). Dés
lors, cela entraine la mort de la cellule infectée sans qu’il y ait eu production de virions. Le
systéeme CRIPSR/CAS permet aussi la reconnaissance de I'information génétique étrangére et
sa dégradation. Enfin, il existe des mécanismes externes dont le principal est la modification



des récepteurs reconnus par les phages. Ces récepteurs étant nécessaires a I'adsorption du
virus, l'infection n’est alors plus possible (3, 122). Pour plus de détails concernant les
mécanismes de défense bactériens, merci de se rapporter au paragraphe I-B-6 leur étant
dédiés.

L’existence de ces mécanismes a plusieurs conséquences sur la phagothérapie. En
particulier, cela réduit la possibilité d’utiliser des traitements contenant un seul bactériophage
et implique la nécessité de parfois réévaluer les cocktails de phages (91). Néanmoins ces
résistances n’ont pas empéché le succeés expérimental de traitements basés sur un seul virus
mais cela limite un potentiel usage empirique (91). Il faut toutefois souligner que les
bactériophages co-évoluent avec les bactéries et qu’ils ont eux-mémes des contre-mesures
contre les systémes de défense bactérien. Ces contre-mesures ont aussi été évoquées dans la
partie |1-B-6 (123).

Enfin, il estimportant de considérer la sélection de ces résistances sous un spectre évolutif.
En effet, ces mutations offrent un avantage évolutif aux bactéries les subissant avec une
augmentation de leur valeur sélective dans un systéeme exposé aux phages. Néanmoins, il
existe aussi souvent un contre-coup évolutif, nommé « trade-off » (12, 123). Ainsi, des
bactéries résistantes aux phages peuvent présenter des vitesse de croissance réduites lorsque
ceux-ci sont absents (124). D’autres « trade-off » existent comme la diminution de la
pathogénicité de la bactérie ou la réapparition de la sensibilité aux antibiotiques (12). Par
exemple, quand les phages ciblent une protéine impliquée dans I'efflux d’antibiotique chez
Pseudomonas aeruginosa, les populations mutantes obtenues aprés pression sélective étaient
de nouveaux sensibles aux antibiotiques (120, 125).

Il est doncimportant de considérer la résistance aux bactériophages sous un spectre global
et son étude sera essentielle pour déterminer quels objectifs sont visés par la phagothérapie.

D- EFFETS SUR LES CELLULES DE L'IMMUNITE

Nous avons déja évoqué la relation entre les cellules de I'immunité, innée ou acquise, et
les bactériophages au cours de la partie concernant le métabolisme de ces derniers dans
I'organisme. Les bactériophages sont phagocytés par le systeme des phagocytes mononucléés
ce qui aboutit a leur inactivation. Parallélement, une réponse immunitaire adaptative peut se
mettre en place et aboutir, par le biais d’anticorps, a la neutralisation des bactériophages. Ces
deux réponses ne sont toutefois pas synonymes d’échec de la phagothérapie (89, 91, 92, 109).
Ici, nous étudierons I'effet des bactériophages lytiques sur les cellules de I'immunité afin de
déterminer quels impacts ils peuvent avoir sur la réponse immunitaire de I'organisme face aux
bactéries. Nous n’évoquerons pas les bactériophages lysogéniques ou filamenteux puisqu’ils
ne sont pas utilisés en phagothérapie.

Plusieurs travaux ont étudié les effets de la présence des bactériophages sur la
phagocytose des bactéries. Dés les années 20, d’Hérelle remarqua une augmentation de la
phagocytose de bactéries du genre Shigella en présence de bactériophages, suggérant alors



un phénomeéne d’opsonisation (101). Une étude de 2002, montre une diminution des
capacités de phagocytose des neutrophiles de patients atteints d’infections a S. aureus.
Toutefois, aucune donnée ne permet de mettre en lien cette diminution et la phagothérapie
(126). La pré-incubation de phages avec des macrophages diminue significativement la
capacité de phagocytose de ces derniers. Lorsque que les phagocytes sont incubés avec les
phages et les bactéries, une diminution de la phagocytose est aussi observée pour les plus
hautes doses de bactériophage. Employés chez des souris, |'effet des bactériophages sur la
phagocytose est non-significatif (127). Des études supplémentaires sont donc nécessaires
pour déterminer si les bactériophages pourraient avoir un effet impactant les capacités de
phagocytose des cellules de I'immunité innée, et si cet effet a potentiellement un impact lors
de leur utilisation thérapeutique.

Il semblerait que les bactériophages puissent aider a la destruction des bactéries ayant été
phagocytées. En 2014, Kaur et al montrérent que la phagocytose de S. aureus, préalablement
exposés a des phages et ayant des phages adsorbés a leur surface, permettait une réduction
significative de la quantité de bactéries persistant a I’état intracellulaire dans les macrophages.
Toutefois, lorsque les phages sont ajoutés sans bactérie, cette augmentation de la destruction
des bactéries n’a pas lieu (128). Cette destruction des S. aureus au sein des macrophages est
observée in vivo et in vitro (129). Nous avions vu précédemment que les phages phagocytés
ne sont inactivés qu’aprés environ deux heures (101). Les phages poursuivraient donc leur
activité lytique au sein des macrophages, aidant donc a la destruction des bactéries
phagocytées (130).

La production de dérivés réactifs de I'oxygéne (DRO) semble aussi modifiée par les
bactériophages. Les DRO sont des entités chimiques, telles que des radicaux libres ou des
molécules portant un groupement peroxyde, produites par les phagocytes et participant a leur
effet antibactérien. Une production en trop grande quantité est toutefois négative puisqu’elle
peut entrainer d’important dommages tissulaires (131). Seuls, les bactériophages
n’engendrent qu’une faible production de DRO (127). Une étude de 2006, montre une
inhibition significative de la production de DRO lorsque les bactéries sont préincubées avec un
phage leur étant spécifique, mais pas lorsqu’elles sont incubées avec un phage spécifique
d’une autre espece bactérienne. Cette inhibition est, de plus, dose-dépendante (127). En
2008, une équipe polonaise observe aussi cette inhibition par les phages lorsque des
neutrophiles sont stimulés par du LPS ou par des bactéries desquelles le phage n’est pas
spécifiqgue (132). Cette inhibition de la production de DRO pourrait donc étre une spécificité
de certains bactériophages et non pas une propriété commune a tous (132). Enfin, plus
récemment, des travaux publiés en 2016 montrent la capacité de la protéine gp12 du phage
T4 a se lier au LPS. Cette liaison réduirait la réponse inflammatoire associée. Certains auteurs
ont donc émis I’hypothése selon laquelle une telle fixation serait a I'origine de la diminution
de la production du ROS lors d’utilisation du phage T4 (130, 133).
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E- EFFETS DES PHAGES SUR L'INFLAMMATION

Dans I’"hypothese d’un emploi en médecine humaine ou vétérinaire, il est aussi important
d’étudier les conséquences de I'administration de bactériophages concernant la réponse
inflammatoire de I'organisme. En effet, plusieurs études ont montré une modification des
profils d’expression cytokiniques lors de I'exposition de I'organisme aux bactériophages (101,
130, 134). Or, les cytokines sont des protéines impliquées dans la communication inter-
cellulaire. Certaines d’entre elles sont associées a des profils pro-inflammatoires ou vont, au
contraire, modérer I'inflammation.

En tant que matiére protéique et particule virale, il serait |égitime d’attendre une réponse
inflammatoire de I'organisme face aux bactériophages (135). Toutefois, plusieurs études
suggerent que l'administration de phages ne génére pas une stimulation massive de
I'inflammation. Ainsi, le phage T4 et les protéines gp23, gp24, Hoc et Soc ont été injectés a
des souris et aussi testés sur des cellules humaines in vitro. Dans les deux cas, aucune
différence significative avec les échantillons non traités n’était visible et la production de
cytokines  pro-inflammatoires  était  significativement beaucoup moins élevée
comparativement a une stimulation par du LPS (135). En 2019, Dufour et al ont étudié les
effets de I'administration locale de bactériophages au niveau de poumon. En I'absence de
bactérie, un seul des deux phages entrainait une réponse cytokinique antivirale. En revanche,
lors de la présence de bactéries, cette réponse n’était pas présente. La présence des phages
tendait méme a réduire I'inflammation. Les auteurs en ont donc conclu que les phages ne
seraient pas responsables de sur-stimulation de I'inflammation lors d’une infection (136). En
revanche, une autre étude mit en évidence la production d’interféron gamma lors d’une
exposition aux phages et l'augmentation de l'inflammation locale. Notons toutefois
I'utilisation dans cette étude d’un phage tempéré qui n’est, normalement, pas considéré
comme idéal en phagothérapie (137). La réponse inflammatoire de I'organisme aux phages
semble ainsi dépendre du virus considéré.

Au-dela des propriétés inflammatoires des phages, plusieurs auteurs leur suggerent des
propriétés anti-inflammatoires (134, 138, 139). Van Belleghem et al ont par exemple
directement associés I'activation et I'inhibition de la transcription de certains génes t a la
présence des bactériophages. Ainsi, les phages utilisés entrainaient I'activation des génes
codant l'interleukine 10, aux propriétés anti-inflammatoires, mais aussi de géenes codant
I'interleukine 1, aux propriétés inflammatoires. A cela s’ajoute une activation de génes codant
des antagonistes a l'interleukine 1 (134). Les phages semblent aussi diminuer I'inflammation
due au LPS (132, 138). Enfin, dans un modéle de poisson zébre servant a étudier la
mucoviscidose, I'administration de bactériophages a permis de réduire I'inflammation basale
des embryons. De plus, ils réduisaient l'inflammation associée a la surinfection par
Pseudomonas aeruginosa. Nous avons donc ici un effet clairement anti-inflammatoire associé
a un cocktail de quatre bactériophages (140).



Nous obtenons donc des résultats contrastés. S’il semble que I'inflammation causée par
les phages soit dans la majorité des cas négligeable, il demeure important de I'étudier afin
d’éviter I'apparition d’effets négatifs dans le cadre de la phagothérapie. Certains cas laissent
entrevoir un aspect anti-inflammatoire des bactériophages avec une altération des profils
d’expression des cytokines. L’effet antibactérien des phages pourrait expliquer une partie des
résultats obtenus. Des recherches demeurent nécessaires afin de déterminer les mécanismes
et les implications de tels résultats. In fine, si ces effets sont démontrés, il apparait difficile de
les comparer aux effets obtenus par des anti-inflammatoires reconnus et utilisés (130).

F- EFFETS SECONDAIRES ET TOXIQUES

Pour achever notre étude de la pharmacodynamie des bactériophages, nous allons étudier
les potentiels effets secondaires et toxiques associés a leur administration. La composition des
bactériophages, leur grande spécificité, leur incapacité a infecter directement des cellules
eucaryotes, I'absence de production de métabolites toxiques et I'exposition constante de
I’organisme aux phages explique la faible toxicité inhérente a ces virus (141). Toutefois, des
inquiétudes demeurent émises concernant leur utilisation, en particulier par voie
intraveineuse, par crainte d’éventuels chocs liés a la préparation bactériophagiques ou a la
libération massive de toxines bactériennes suite a leur lyse par les virus (142).

Les phénomenes de chocs a la suite de I'administration de préparations bactériophagiques
sont rarement rapportés dans la littérature (142). Au cours des prémices de la phagothérapie,
certains chercheurs ont décrit des réactions systémiques a I'administration de
bactériophages. Ces symptomes peuvent, pour la plupart, étre associés a une mauvaise
purification des préparations qui contenaient alors des endotoxines ou des résidus bactériens
(143). Aujourd’hui, la purification des solutions est bien plus aisée et les phages beaucoup
mieux caractérisés (141). Notons que les bactériophages ont été utilisés pour déterminer les
statuts immunitaires d’individus immunodéprimés (144). De plus, des chocs existent aussi lors
de I'administration d’antibiotiques. Nous pouvons évoquer I'exemple des allergies aux B-
lactamines.

Une autre crainte est la libération massive de toxines lorsque les bactériophages lysent
les bactéries (141-143, 145). Une étude polonaise rapporte des douleurs au niveau du foie
chez un patient traité par phagothérapie et dont I'origine serait attribuable a la libération des
endotoxines. Encore une fois, ces effets secondaires sont peu graves et rares (143). Il faut
aussi souligner que cette libération d’endotoxines est aussi un risque lors de l'utilisation
d’antibiotiques bactéricides (145). Une étude s’est attachée a comparer la lyse bactérienne
issue des bactériophages a celle induite par les B-lactamines. Cette étude démontrait que les
deux souches virales concernées entrainaient une libération d’endotoxines comparable a celle
de I'amikacine mais inférieure a celle issue de I'usage de B-lactamines (146).

Enfin, nous pouvons évoquer I'effet des bactériophages sur la flore commensale. L’action
des antibiotiques a large spectre peut impliquer une altération de cette flore et entrainer des

Ul



o}

dysbioses. Administrés par voie orale, les phages n’ont pas d’effet sur la population
commensale du tube digestif (147, 148). Ceci est a mettre en lien avec la haute spécificité des
bactériophages.

Ainsi, les effets secondaires et toxiques associés a la phagothérapie apparaissent comme
rares et peu graves. Les antibiotiques présentent des effets toxiques parfois plus marqués que
les bactériophages. Toutefois, dans les processus d’autorisation de mise sur le marché, les
instances réglementaires exigent la présence d’études concernant I'innocuité des
préparations utilisées. Les principaux effets secondaires trouvent leur origine dans les
contaminants issus de la préparation des produits bactériophagiques. Pour répondre aux
bonnes pratiques de fabrications, ils doivent aujourd’hui étre purifiés ce qui limite fortement
les risques (142).

Le dernier axe pouvant étre exploré quant aux éventuels risques de la phagothérapie est
I'impact environnemental que pourrait avoir un tel usage de virus. Notons que si dans ce
travail nous envisageons la phagothérapie principalement du point de vue animal, 'usage des
bactériovirus est aussi étudié dans la lutte contre les pathogenes des plantes (149). Peu
d’études se sont consacrées aux éventuelles conséquences de l'utilisation des bactériophages
sur les populations microbiennes naturelles mais les principales inquiétudes sont la sélection
de phénotypes résistants aux phages, la création d’une perturbation dans les populations
bactériennes entrainant une dysrégulation de ces-dernieres ou la propagation de génes de
virulence. Du fait de la spécificité des bactériophages, leur utilisation semble moins a risques
d’entrainer des dysrégulations massives que l'usage d’antibiotiques, pourtant utilisés en
agriculture. Par précaution, et en I'absence d’'une compréhension totale des cycles biologiques
dans lesquelles les phages pourraient étre impliqués, il conviendrait de les utiliser de maniere
raisonnée, a l'instar des autres antimicrobiens (149).

C- AVANTAGES ET LIMITES

Nous avons évoqué de nombreux aspects de la phagothérapie au cours des parties
précédentes, allant de leur haute spécificité a leur absence de toxicité, en passant par leur
conception et le regard actuellement porté par les instances réglementaires a leur propos.
Dans cette partie, nous allons mettre en avant les principaux avantages et limites des
bactériophages, en particulier par rapport aux antibiotiques. Ces données sont organisées au
sein du tableau Il



Tableau Il — Comparaison Antibiotiques et Bactériophages lytiques

Antibictiques Bactériophages lytiques
Production
Découverte Lente et couteuse Relativement aisée
Production Codifiée et standardisée R [_ju =il de{s.mxmes =
contaminants bactériens
Stockage Globalement stable dans le temps B 2 T LR T [

S'assurer de la survie des phapes

Aspects réglementaires

Méthodes de mise sur le marché définie
Usage fréquent

Limités & un usage compassionel pour le moment

Pharmacodynamie
Spectre Trés large ou dichotomie Gram + Gram - Spécifique d'une espéce voire souche
Mécanisme d'action Attaque d'un processus métabalique Détournement de toute la machinerie métabolique
Résultat Bactériostatique ou bactéricide Bactéricide
Effets sur le microbiote Parfois importants : risques de dyshiose Rares
Pharmacocinétique
e Variable selon les molécules Administration préférable par‘vc.rie parentérale
pour un usage systémigque
Diffusion Variable. Diffusion intracellulaire possible MNombreux organes. Parfois méme encéphale
Métaholisme Principalement au niveau hépatique Inactivation par SPM, complément et anticorps
Elimination Excrétion rénale et digestive principalement Excrétion rénale minoritaire
Clinigue

Identification bactérie

Traitement empirique possible

Identification et test du phage néceszaires

Temps avant traitement

Usuellement court

Quelques jours a semaines
zelon présence des phages dans les collections

Maodalités

Dosage afin de maintenir des concentrations
adaptees

Phagothérapie passive ou Phagothérapie active
(avec amplification du phage sur site)

Traitement intracellulaire

Possible avec certaines molécules

Impossible tel quel

Effets secondaires et
toxicité

Variables, parfois graves (toxicité rénale ...

Rares

Résistance hactérienne

Inevitable et de plus en plus frequente,
meéne a des échecs thérapeutiques

Inévitable.
Maodification du fitness : retour sensibilité aux
antibiotiques ou diminution de la virulence

Ce tableau compare les antibiotiques et les bactériophages selon quatre grands critéres : leur production,
leur pharmacodynamie, leur pharmacocinétique et leur usage thérapeutique.
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Points essentiels : La Phagothérapie : Conception et Pharmacologie

La conception d’une préparation bactériophagique passe par plusieurs étapes dont notamment
I'isolement, la purification et la caractérisation (51).

L'isolement d’'un nouveau bactériophage est relativement aisé pour les bactéries les plus
fréquentes. Il est plus facile de trouver un phage ciblant une bactérie précise en le cherchant dans
un environnement ou ladite bactérie est présente (par exemple autour des hoépitaux pour les
bactéries responsables d’infections nosocomiales) (51,79).

La caractérisation du bactériophage permet de déterminer sa famille, son spectre d’hote, s'il est
capable de lysogénie et s’il est porteur de génes codant des toxines ou des génes d’antibiorésistance
(51,79,81,83).

Aujourd’hui, cette étape implique un séquencage complet du génome du phage (51,81).

Le stockage des bactériophages peut étre réalisé selon plusieurs modalités : conservation en
solution a température ambiante ou réfrigérée, conservation a -80°C, lyophylisation ou
conservation par I'intermédiaire de la bactérie hote. Aucune de ces méthodes n’est universelle et il
faut déterminer la bonne méthode pour chaque phage (51,79,86-88).

Lors du stockage, il faut suivre les titres en phages des produits conservés et les multiplier de
nouveau si besoin (51).

La pharmacologie des bactériophages nécessite encore de nombreuses recherches. Il est difficile de
tirer de généraliser les données obtenues a tous les bactériophages.

La voie parentérale donne les meilleurs résultats en termes de biodisponibilité (91,92). La voie intra-
rectale donne aussi de trés bons résultats (99).

Les bactériophages peuvent diffuser vers de nombreux tissus mais se concentrent en particulier au
niveau du foie et de la rate. La capacité de certains bactériophages a passer la barriere hémato-
méningée a été observée (91,92,102,103).

Pour comprendre le métabolisme des bactériophages, il faut prendre en compte leur auto-
amplification parfois réalisée au niveau du site infecté (89,104,105).

Les bactériophages sont pris en charge par le systeme des phagocytes mononucléés, le systeme du
complément et la réponse humorale (89,91,92).

L’excrétion urinaire des bactériophages est un phénomene minoritaire (91,112).

L’effet le plus intéressant des bactériophages est leur effet bactéricide (89).

Les bactériophages peuvent pénétrer et détruire les biofilms (118-120).

Des résistances bactériennes aux bactériophages peuvent émerger. Elles sont toutefois souvent
associées a un trade-off qui entraine, selon le bactériophage choisi, une réapparition de la
sensibilité aux antibiotiques ou une diminution de la virulence (12,120-125).

Les phages peuvent interagir avec le systeme immunitaire. Des études supplémentaires sur leur
effet sont nécessaires (91,92,101,126-133).

Certains bactériophages semblent orienter les profils cytokiniques vers un effet anti-inflammatoire.
Des recherches complémentaires sont la aussi nécessaires (130,134-140)

Les effets secondaires et toxiques des bactériophages sont rares et de faible gravité clinique.
Historiguement, ces effets pouvaient principalement étre mis en lien avec la présence de
contaminants bactériens dans les préparations bactériophagiques (141-148).

Les bactériophages et les antibiotiques ne présentent pas les mémes forces et faiblesses. Si un
usage des phages est un jour envisagé, il ne faut pas I'imaginer comme un remplacement de
I’antibiothérapie mais comme un complément (12).




PARTIE IV - POSSIBLES UTILISATIONS DES BACTERIOPHAGES EN MEDECINE
VETERINAIRE

Avant que l'antibiorésistance ne s’'impose comme une véritable problématique, la
bibliographie concernant l'usage des bactériophages en médecine vétérinaire demeurait
limitée. Toutefois, nous observons aujourd’hui un véritable regain d’intérét pour ces virus.
Cette partie tentera donc de dessiner les potentiels futurs spectres d’application des
bactériophages en thérapie ou prophylaxie chez les animaux de compagnie, les bovins, les
porcs et les volailles. Un large spectre de I’étude consistera en la maitrise du portage d’agents
pathogenes zoonotiques chez les animaux.

A- LA PHAGOTHERAPIE CHEZ LES ANIMAUX DE COMPAGNIE

Selon le rapport de 2020 de la Fédération des Fabricants d’Aliments pour Chiens, Chats,
Oiseaux et autres animaux familiers, le nombre d’animaux domestiques s’élevait en 2018 a 64
millions d’individus. Si la moitié de ces animaux correspond aux poissons d’aquarium, les
chiens représentaient alors une population de 7,6 millions d’individus tandis que les chats
étaient 14,2 millions. Dans les deux cas, les populations étaient en légéere augmentation par
rapport a 2016. Enfin les reptiles représentaient 2,2 millions d’individus (150). S’il est possible
de trouver des études préliminaires concernant |'usage de phages chez le chien, leur usage
chez le chat est beaucoup moins étudié.

Chez le chien, les deux principales indications évoquées sont le traitement des affections
lies a Staphylococcus pseudintermedius et de celles liées a Pseudomonas aeruginosa. L'usage
de phages contre les bactéries responsables d’affections du tractus urinaire a aussi été
envisagé. Enfin, chez les reptiles « nouveaux animaux de compagnie », I'usage des phages a
été évoqué pour réduire le risque zoonotique associé au portage de Salmonella.

1- LES INFECTIONS A PSEUDOMONAS AERUGINOSA CHEZ LE CHIEN

Pseudomonas aeruginosa, ou bacille pyocyanique, est un bacille Gram négatif aérobie.
Dans l'espece canine, il est en particulier responsable d’otites, d’infections de plaies,
d’infections urinaires et de pyodermites profondes (151). C’'est une bactérie intrinsequement
résistante a de nombreux antibiotiques et qui présente aussi beaucoup de résistances
acquises. Pseudomonas peut en effet exprimer des B-lactamases endogenes et acquises par
mutation. Elle présente une perméabilité membranaire inférieure a celle des autres bactéries
par altération des porines de la membrane externe et produit des pompes a efflux permettant
de rejeter les molécules antibiotiques hors de la cellule bactérienne (152). Enfin,
Pseudomonas a la capacité de synthétiser un biofilm qui la protége de I'activité des
antibiotiques (153). En 2008, une étude caractérisa les profils d’antibiorésistance de 106
souches de Pseudomonas aeruginosa isolées a partir de chiens présentant une otite externe,
une otite moyenne ou une pyodermite. Malgré I'absence d’information concernant les
précédents traitements antimicrobiens réalisés sur les chiens prélevés, les niveaux de
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résistance contre les céphalosporines de troisieme génération s’échelonnaient entre 20 et
40% tandis que pour les fluoroquinolones les taux observés étaient notamment de 27% pour
la marbofloxacine et de 31% pour I'enrofloxacine (154). Ces parameétres expliquent donc
I'intérét pour des thérapies alternatives a I'antibiothérapie pour le traitement des affections
a Pseudomonas en médecine vétérinaire comme en médecine humaine.

En 2006, Marza et al ont présenté dans le Journal of the International Society for Burn
Injuries deux cas cliniques concernant le traitement d’infections a Pseudomonas : un chez
I’'homme et un chez un Saint-Bernard. Le chien présentait une dermatite atopique compliquée
par une otite érythémato-cérumineuse chronique bilatérale a Pseudomonas aeruginosa. Les
bactériophages étant employés en routine en Géorgie pour le traitement des otites
chroniques, ils administrerent 400 PFU d’une préparation contenant des phages non détaillés
dans le canal auriculaire droit tandis qu’ils laisserent le canal gauche sans traitement. Vingt-
sept heures plus tard, l'oreille droite présentait une nette amélioration clinique avec une
diminution de I'inflammation et des sécrétions. lls mirent aussi en évidence une multiplication
locale des virus atteignant en 27 heures 1,6 x 102 PFU. Une administration de phages dans
I'oreille gauche améliora aussi I’état clinique de cette derniére. Neuf mois plus tard, le chien
était totalement guéri et Pseudomonas ne put plus étre isolé (155). Il est possible de trouver
dans la littérature des exemples d’isolements de phages avec une activité lytique a I'encontre
de diverses souches de P. geruginosa (151, 156, 157). En 2011, Santos et al parvinrent a isoler
deux bactériophages actifs contre des souches de P. aeruginosa isolées chez des chiens
atteints de kératites bactériennes (158). En 2016, Furusawa et al travaillerent sur deux phages
isolés a partir d’eaux usées et sur 39 souches de P. ageruginosa isolées a partir de chiens
atteints d’une otite externe, d’'une pyodermite profonde ou présentant des plaies cutanées.
Parmi ces 39 souches, 15% étaient résistantes aux fluoroquinolones. En cumulant les deux
phages testés, une activité lytique forte était obtenue sur 71,8% des souches et sur 4 des 6
souches antibiorésistantes (151). En 2019 et en 2020, deux études similaires ont été menées.
Des phages a large spectre du genre Pbunavirus de la famille des Myoviridae ont été isolés.
L'inhibition de la croissance bactérienne était trés variable selon les souches de Pseudomonas
considérées (156, 157). Encore une fois les phages sont actifs sur des bactéries
antibiorésistantes. L'étude de Fujiki et al de 2020 révélait de plus qu’un cocktail formé par
guatre phages lysant des souches de P. aeruginosa isolées a partir de pyodermite canine
permettait de réduire I'apparition d’une résistance bactérienne aux bactériophages (157).

Enfin, Hawkins et al réaliserent en 2010 un essai clinique publié dans Veterinary
Microbiology. lls utiliserent une préparation de phages sur des chiens souffrant d’otites
chroniques a Pseudomonas (159). Il s’agit du premier essai clinique des bactériophages chez
les animaux de compagnie. Pour étre retenus, les chiens devaient souffrir d’'une otite
chronique depuis plus de 3 mois et avoir subi au moins 3 traitements antibiotiques
infructueux. lls ne devaient pas non plus avoir recu d’antibiotiques dans la semaine précédant
I’administration des bactériophages. La préparation de 0,2 mL contenait 6 phages chacun au
nombre de 1.10° PFU. In vitro, cette préparation présentait une forte activité lytique contre



90% des souches de Pseudomonas aeruginosa isolées a partir d’otites. A partir d’un score
clinique basé sur six facteurs (I’occlusion du canal auriculaire, I'érythéme, la quantité
d’écoulements, leur aspect, la présence de lésions et I'odeur de l'oreille), une nette
amélioration fut observée en 48 heures aprés la premiére administration de la solution chez
les 10 chiens traités. Les comptages bactériens diminuérent avec une réduction moyenne de
67% en 48 heures. Les comptages des phages étaient tous supérieurs a la quantité de phages
administrés ce qui témoignait d’une multiplication in situ. Dix-huit mois apres le traitement,
les résultats présentés étaient globalement positifs. Trois des chiens présentaient une
guérison compléte tandis que chez trois autres, I'otite ne présentait plus de caractere
infectieux a P. aeruginosa. Le suivi est pour le reste des animaux incomplet. Si cet essai clinique
se limite a un petit nombre de chiens, que le suivi au long terme reste incomplet et qu’il n’est
pas réalisé en double aveugle, il faut toutefois noter la diminution des comptages bactériens,
I'amélioration du score clinique et la multiplication des phages chez tous les chiens traités. De
plus, cette étude ne met en évidence aucune toxicité de l'application de la solution de
bactériophages. Elle reste a ce jour une des rares études concernant I'efficacité clinique des
bactériophages chez les animaux de compagnie et appelle a la réalisation d’autres études
similaires pour définir leur intérét dans le cadre du traitement d’affections a Pseudomonas
(159).

2- LES INFECTIONS A STAPHYLOCOCCUS SPP. CHEZ LE CHIEN

Le genre Staphylococcus regroupe un ensemble de coques Gram positifs capable de
former des biofilms bactériens. Ces bactéries sont souvent commensales des mammiferes.
Ainsi, Staphylococcus aureus fait partie de la flore usuelle de la peau des étres humains, et
peut étre isolé chez les poulets, les porcins, les ovins ou encore les bovins (160). De la méme
maniére, Staphylococcus pseudintermedius fait partie de la flore commensale de la peau et
des muqueuses des chiens en bonne santé (161). Cette bactérie peut donc étre retrouvée sur
la peau, le pelage, dans les follicules pileux et sur les surfaces muqueuses de la bouche, du nez
et de I'anus. Il représente a lui seul 90% des Staphylococcus isolés chez le chien (162).
Cependant, les Staphylococcus et notamment ceux exprimant une enzyme nommée coagulase
sont aussi des agents pathogenes opportunistes. Staphylococcus aureus est un agent redouté
de maladies nosocomiales tandis que Staphylococcus pseudintermedius est le principal
responsable de pyodermites dans I'espéce canine. Il est aussi impliqué dans des infections des
oreilles, des infections urinaires ou, a l'instar de ce que qui est observé chez I'humain, des
infections de prothéses (162).

Si les Staphylococcus sont des agents pathogénes de grande importance clinique en
médecine vétérinaire, ils le sont d’autant plus si nous nous penchons sur le spectre de
I'antibiorésistance. En effet, de nombreux Staphylococcus résistants a la méthicilline sont
recensés. Cette résistance a la méthicilline témoigne d’une perte de sensibilité a toutes les B-
lactamines. Chez 'homme, le plus important est le SARM pour Staphylococcus Aureus
Résistant a la Méthicilline tandis que chez le chien il s’agit du SPRM pour Staphylococcus



Pseudintermedius Résistant a la Méthicilline. Une étude réalisée en 2018 au sein d’une
clinique vétérinaire a Singapour montrait des taux de SPRM allant jusqu’a 63% chez les chiens
malades tandis que 78% des Staphylococcus pseudintermedius isolés étaient résistants a au
moins trois classes d’antibiotiques (163). Bien que cette étude se restreigne a la patientéle
d’une seule clinique vétérinaire, elle permet toutefois de mettre en relief 'importance que
peut prendre le phénoméne d’antibiorésistance chez les Staphylococcus. Ce probléme doit
aussi étre inclus dans une logique de santé globale. En effet, les SPRM peuvent se transmettre
a d’autres chiens contacts ou persister dans I'environnement (164, 165). De plus, ces capacités
de résistance peuvent aussi se transmettre entre bactéries animales et bactéries humaines
par le biais de transferts génétiques, via une interaction entre les populations bactériennes
des deux especes. Ce probleme est encore plus important dans la mesure ou I’habitat des
chiens et celui des humains est aujourd’hui largement partagé (166). Enfin, le traitement de
bactéries SPRM peut aussi sélectionner des résistances chez des Staphylococcus aureus
pouvant eux aussi étre présents de maniere commensale chez les animaux. L’antibiorésistance
est ainsi une véritable problématique concernant les staphylocoques et, depuis 2011, I’Agence
Européenne du médicament alerte a ce propos et exprime la nécessité de la recherche
d’alternatives thérapeutiques (167).

Comme cela a déja été évoqué précédemment, les principales infections a Staphylococcus
chez le chien sont des atteintes cutanées. Concernant les pyodermites, les recommandations
sont aujourd’hui I'application de traitements antiseptiques topiques avec potentiellement
I'ajout d’'une antibiothérapie systémique selon la profondeur de I'infection (168). Les résultats
encourageants de traitements par phagothérapie de cas cliniques humains et animaux ont
conduit a la recherche de nouveaux phages ciblant Staphylococcus pseudintermedius chez le
chien (169). Ces bactériophages sont globalement assez peu connus mais I'intérét porté a
cette potentielle alternative thérapeutique est croissant. La « Canine Health Foundation » de
I’American Kennel Club propose en 2021 de financer des programmes de recherche
concernant les applications de la phagothérapie contre la pyodermite canine (170). Dans une
étude réalisée en 2019, 19 bactériophages ayant pour héte S. pseudintermedius ont été
recensés (171). Toujours en 2019, Moodley et al sont parvenus a caractériser quatre
bactériophages isolés a partir de déjections canines. lls ont alors étudié la capacité de ces
phages a lyser préférentiellement des SPRM plutot que des SPSM (Staphylococcus
pseudintermedius sensible a la méthicilline). Les quatre phages présentaient une action
lytique sur les 17 souches SPRM testées tandis que 16 a 28% des souches SPSM testées étaient
lysées. Accessoirement, ces virus parvenaient aussi a lyser deux souches de Staphylococcus
schleiferi qui peut aussi étre impliqué dans des infections dermatologiques chez le chien.
L'analyse du génome de ces phages révélait toutefois qu’ils présentent des genes favorables
a la lysogénie. Il s’agissait donc probablement de phages tempérés ce qui n’en fait pas de bons
candidats pour la phagothérapie. Il faut noter que ces phages ne contenaient pas de facteurs
de virulence connus ni de genes d’antibiorésistance qu’ils pourraient transmettre a des
bactéries mais ils pourraient coder des protéines dont la fonction demeure aujourd’hui
inconnue. Cependant, I'infection préférentielle de souches bactériennes résistantes demeure



intéressante puisque cela pourrait permettre de lutter contre I'infection tout en préservant
les bactéries commensales de la peau et des muqueuses (172). Azam et al sont aussi parvenus
aisoler quatre phages de S. pseudintermedius dont le phage DP0OO01 a partir de salive de chien.
Ces phages se sont révélés capables d’infecter 50 a 95% des 20 souches de S.
pseudintermedius étudiées. Une des souches est totalement résistante a I'infection grace a la
présence d'un complexe CRISPR-Cas9. Ainsi, trois des phages présentaient un large spectre
d’hote. L'importance de la lyse bactérienne était cependant variable selon le phage et la
souche bactérienne considérés. L'étude du génome de trois de ces virus permit de montrer
gu’ils ne contenaient pas de géne codant des facteurs de virulence, des toxines ou des géenes
responsable d’antibiorésistance. Toutefois, les trois étaient porteurs d’intégrases et de
répresseurs ce qui indique qu’ils pourraient étre impliqués dans des cycles lysogéniques (173).
Ces deux études parvinrent a isoler des phages lysant S. pseudintermedius mais dans les deux
cas, il s’agissait de phages capables d’entrer en lysogénie et qui sont donc peu indiqués dans
le cadre de la phagothérapie. Néanmoins, Moodley rappelle qu’il serait possible de se
débarrasser de cette capacité de lysogénie en sélectionnant des mutants de ces phages par le
biais de mutations spontanées ou du génie génétique puisque des mutations empéchant
I'expression de l'intégrase ou du répresseur peuvent désactiver la capacité d’accomplir un
cycle lysogénique (172). Certaines études se sont aussi intéressées a I'usage de phages de S.
aureus pour lutter contre S. pseudintermedius. Les phages SA012 et SA039 de Staphylococcus
aureus sont par exemple capables d’infecter d’autres espéces de staphylocoques dont
Staphylococcus pseudintermedius (173). L’activité lytique de ces phages est toutefois limitée
en ce qui concerne S. pseudintermedius. Ainsi, sur 21 souches étudiées, le phage SA012 ne
donne une lyse totale que dans 9.5% des cas (174).

Des études complémentaires demeurent nécessaires pour déterminer si la phagothérapie
est une alternative possible et réaliste aux traitements actuels de la pyodermite canine. Ces
études devront déterminer en particulier I'existence de phages strictement lytiques ou s’il est
possible de réaliser une phagothérapie a partir des phages de S. pseudintermedius déja connus
mais possédant une capacité de lysogénie. Il faudra aussi étudier I'intérét des phages de S.
aureus a large spectre. Il est cependant nécessaire de noter la présence d’études concernant
I'usage des enzymes des phages pour lutter contre la pyodermite canine. Comme nous |'avons
déja évoqué dans la partie I-B-3, les endolysines sont des enzymes sécrétées par le phage a la
fin de son cycle de multiplication pour permettre la destruction de la paroi bactérienne (175).
La figure 9 illustre I'usage de la phagothérapie et celui des endolysines.
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Par exemple, la lysine issue du phage SA012 est capable de lyser les S.
pseudintermedius (176). Elle est aussi active contre des S. pseudintermedius multirésistants
aux antibiotiques ou contre S. schleiferi. Une étude rapporte une diminution s’échelonnant
entre 2 et 5.5 log des CFU de 20 souches de staphylocoques isolées a partir de la peau de
chiens. De plus, I'activité lytique de I’endolysine est bien supérieure a celle du phage dont elle
est issue (174). D’autres études se sont intéressées a la protéine P128. La protéine P128 est
une protéine chimére créée a partir d’'une lysine présente sur la queue du phage K ciblant
Staphylococcus aureus et combinée a un domaine permettant de cibler la paroi bactérienne.
Cette protéine présente une capacité lytique contre les SARM et les autres staphylocoques
(177). Junjappa et al ont utilisé cette protéine pour lutter contre la pyodermite canine. Aprés
une étude in vitro réalisée sur 46 souches de Staphylococcus isolés a partir de la peau de chiens
atteints de pyodermite et révélant une lyse de toutes les souches par P128, la protéine a été
intégrée dans un hydrogel. Dix-sept chiens souffrant de pyodermite ont alors intégré une
étude clinique pour caractériser |'efficacité de ce gel. Cette étude a été réalisée dans une seule
clinique vétérinaire et les chiens intégrés présentaient tous une pyodermite avec des bactéries
résistantes aux antibiotiques dont I’enrofloxacine, la marbofloxacine ou la céphalexine. Le gel




était appliqué deux fois par jour pendant huit jours. Dans tous les cas, une amélioration de
I’état clinique de I'animal avec diminution de I’érythéme, du suintement des lésions et
disparition de quasiment toutes les pustules était rapporté. Aucune réaction
d’hypersensibilité n’avait été mise en évidence (178). Méme si ces études sont limitées a un
seul centre d’investigation et ne sont ni randomisées ni comparées a un placebo, ou qu’elles
se limitent a une étude in vitro de I'effet des enzymes issues des phages, ces résultats sont
encourageants et justifient la nécessité d’autres études. Les enzymes issues de phages
pourraient donc représenter des éléments thérapeutiques intéressants dans le cadre du
traitement des pyodermites canines. Ces considérations sont résumées dans le tableau lIl.

Tableau Ill — Avantages et limites des bactériophages dans le traitement des

pyodermites canines

Avantages Limites
Peuvent étre isolés a partir des animaux (déjections,
salive ... .
L. . L, _) La plupart sont des phages tempérés
Bactériophages de Certains ciblent préférentiellement les SPRM X . )
: . . < Génes codant des protéines d'effet
S.pseudintermedius : Spectre large, parfois étendu a d'autres inconnu
Staphylococcus

Certains ont un large spectre pouvant atteindre

Bactériophages de S.aureus :
At S.pseudintermedius

Faible activité lytique

Bonne activité lytique, parfois supérieure a celle du
Endolysines : phage dont elles sont issues
Destruction de bactéries multirésistantes

Nécessite une plus grande phase de
recherche préalable

Enfin, dans un contexte sortant du cadre des infections dermatologiques, des
chercheurs tentérent d’évaluer la capacité lytique in vitro de préparations de phages visant a
traiter des conjonctivites causées par des staphylocoques (179). Dans ce but, ils réaliserent
des prélevements chez 120 chiens présentant une conjonctivite marquée par la présence
d’hyperhémie conjonctivale, d’cedéme ou de chassis purulent. Tous les échantillons étaient
collectés avant qu’un quelconque traitement n’ait été mis en place et permirent d’isoler 80
souches de Staphylococcus spp. Plusieurs formulations d’une solution contenant un cocktail
de cing phages furent créées. Trois des formulations proposées permettaient de maintenir
une activité lytique des phages pendant 14 a 21 jours pendant lesquels toutes les souches
étaient détruites lors de I'application de la solution sur les cultures.

3- LES INFECTIONS DU BAS APPAREIL URINAIRE

Outre les infections du chien a Pseudomonas et Staphylococcus, d’autres potentielles
utilisations des bactériophages ont été évoquées chez les animaux de compagnie. Nous
évoquerons dans cette partie 'usage des phages dans le traitement des infections urinaires
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Les infections du tractus urinaire sont des affections ayant une origine multifactorielle
mais caractérisée, la plupart du temps, par la croissance de bactéries dites uropathogénes
provenant souvent du systéeme digestif. Les bactéries parviennent a infecter par voie
ascendante le bas appareil urinaire. Chez le chien, la bactérie la plus souvent impliquée est
Escherichia coli qui est isolée chez 45 a 55% des chiens présentant une bactériurie. Chez le
chat, E. coli est aussi la principale bactérie isolée lors de bactériurie mais sa prévalence est
moindre que chez le chien, étant isolée dans seulement 37% des cas. La bactériurie et les
infections du tractus urinaire ont une prévalence bien moins importante chez le chat que chez
le chien (180). Ainsi, une étude réalisée en 2011 révélait une bactériurie chez 6% seulement
des chats prélevés par cystocenteése (181). Les infections du bas appareil urinaire peuvent
aussi étre associées a des actes thérapeutiques comme la mise en place d’une sonde urinaire
ou encore a des comorbidités telles que le diabéete sucré. Actuellement, lorsque les signes
cliniques semblent indiquer I'existence d’une infection du bas appareil urinaire et aprés mise
en évidence d’'une bactériurie, une prescription d’amoxicilline associée a de l'acide
clavulanique est souvent réalisée (182). Il est toutefois important de prendre en compte
I’augmentation de la prévalence des bactéries multirésistantes en particulier vis-a-vis des
fluoroquinolones, des céphalosporines de troisieme génération et des B-lactamines (183). De
plus, toujours dans un contexte de santé globale, il semblerait que les bactéries
multirésistantes présentes chez le chien puissent se transmettre aux humains notamment en
cas de contact rapproché. Il y aurait alors portage fécal des bactéries par les étres humains.
Par exemple, une étude réalisée a I'hbpital de I'école vétérinaire de Brisbane en Australie,
montre que certains écouvillons rectaux des personnels de I'"hopital sont porteurs de E. coli
multirésistants isolés dans des infections canines. Ceci pourrait témoigner d’'un passage
bactérien du chien a 'homme (184).

C’est dans ce contexte que des études concernant les bactériophages sont menées en
tant que potentiels agents thérapeutiques des infections du bas appareil urinaire canin et
félin. Les observations cliniques rapportées des expériences menées en Union Soviétique et
en Pologne dans les années 80-90 semblent montrer une efficacité des bactériophages dans
le traitement des infections urinaires chez les humains (185). De plus, certains bactériophages
ont la propriété de dégrader le biofilm bactérien (118). La principale étude concernant
I'intérét de la phagothérapie dans le traitement des infections urinaires chez le chien et le chat
est celle de Freitag et al publiée en 2007. Ces derniers isolerent 31 souches de E. coli
uropathogénes a partir de chiens et 22 souches de E. coli uropathogénes a partir de chats dont
les urines furent prélevées par cystocentese pour diminuer le risque de contamination. lls
obtinrent 40 phages a partir d’eaux usées et les testerent sur les 53 souches. Les phages
parvenaient a lyser entre 17 et 70% des souches avec en moyenne 40% des souches détruites.
Seules trois souches bactériennes n’étaient pas détruites pendant I'expérience. Les 10 phages
avec le spectre le plus large parvenaient a eux seuls a détruire 92% des souches testées. Cette
étude montre qu’il est possible d’isoler des phages capables de détruire des bactéries
responsables d’infections urinaires a partir d’eaux usées. Les phages avaient des profils



lytiques distincts et quatre d’entre eux se sont révélés strictement lytiques et pourraient donc
étre considérés comme de bons candidats pour la phagothérapie (185).

Si cette étude reste in vitro, elle reste toutefois intéressante dans la mesure ou elle
parvient a isoler a partir d’eaux usées des phages qui pourraient avoir un intérét en
phagothérapie. Elle reste en 2021 une des seules études approfondissant I'usage des phages
dans le traitement des infections du bas appareil urinaire canin et félin et appelle a de
nouvelles études capitalisant sur ses conclusions afin de démontrer si cette thérapie est
pertinente dans un tel cadre.

4- UTILISATION DE BACTERIOPHAGES CHEZ LES REPTILES NAC

Nous I’'avons évoqué précédemment, le nombre de reptiles « nouveaux animaux de
compagnie » en France s’élevait a 2,2 millions d’individus en 2018 (150). Dans cette partie,
nous allons étudier I'utilisation potentielle des phages dans cette population animale. Plus
particulierement, nous allons nous intéresser a leur intérét dans la diminution de I'excrétion
de salmonelles par les reptiles. Les bactéries du genre Salmonella font partie du microbiote
commensal du tube digestif des reptiles. La plupart sont de I'espéce Salmonella enterica. Le
contact avec les reptiles peut donc étre responsable de « salmonelloses associées aux
reptiles », en particulier en cas de manque d’hygieéne pendant et aprés la manipulation de ces
animaux. Les enfants et les individus immunodéprimés sont des populations particulierement
arisque (186). Une étude menée aux Pays-Bas entre 1985 et 2014 révéle que la proportion de
salmonelloses liées aux reptiles a globalement augmenté atteignant jusqu’a 8% des cas de
salmonelloses. De plus, il est aussi possible de remarquer que cette affection touche des
populations plus agées qu’auparavant avec une augmentation des cas de 20% par an chez les
45-74 ans que les auteurs mettent en lien avec I'achat d’animaux destinés aux adultes tels que
les lézards ou les serpents (186).

A cause du risque sanitaire associé aux reptiles, I'utilisation d’antibiotiques pour
diminuer le portage de salmonelles a été évoqué, sans réel succées a long terme. C'est dans ce
cadre que des études concernant |'utilisation de bactériophages pour diminuer le portage et
surtout I'excrétion de salmonelles par les reptiles ont été menées (187, 188). Ces études,
réalisées en 2019 et 2020, s’intéressaient en particulier au phage Felix O1 spécifique des
salmonelles et au phage S16 chez des agames barbus (Pogona vitticeps). La premiére étude
révélait que le phage Felix O1 est dénaturé a des pH inférieurs a 2,8 ce qui justifie Iutilisation
de tampon pour alcaliniser le pH gastrique lors de I'administration de bactériophages. Apres
administration, le phage était isolé dans les féces en moyenne pendant 19 jours. Aucun effet
secondaire sur la dizaine d’animaux testés n’avait été remarqué (187). La seconde étude
s’intéressait a la réplication du phage Felix O1 et du cocktail de phage Felix O1 et S16 au sein
de l'intestin, a la période de portage de ces phages et au portage des salmonelles. Les phages
étaient capables de passer I'estomac une fois le pH alcalinisé et se multipliaient dans I'intestin.



lIs retrouverent des phages dans les feces jusqu’a vingt jours apres la derniére administration.
Globalement, I'administration de phages permit une réduction du nombre de serovars
hébergés par les agames. Certaines souches de Salmonella avaient pu étre totalement
éliminées tandis que pour d’autres le portage sain persistait. En particulier, un des lézards
s’était révélé négatif a la détection de salmonelles pendant 9 mois puis était redevenu positif.
Des tests négatifs n’excluent donc pas un potentiel portage avec excrétion intermittente ou
une recontamination. Du point de vue des quantités de salmonelles hébergées, les résultats
étaient tres variables entre les individus et au cours du temps. Toutefois, il semble que les
phages avaient réduit la quantité intestinale de salmonelles. Il faut aussi prendre en compte
le fait que de nombreuses variables influencent la qualité du comptage bactérien comme la
qualité des échantillons fécaux ou bien la qualité de la récolte des échantillons (188)

Ces deux études montrent qu’il est possible d’administrer des bactériophages par voie
orale a des reptiles sans que des effets secondaires ne soient rapportés. Les bactériophages,
s’ils sont administrés avec un tampon, sont capables de persister dans l'intestin et, dans le
cadre de ces études, de se répliquer dans les Salmonella présentes dans le tube digestif. Il
semblerait que I'administration de bactériophages réduise I'excrétion de salmonelles dans
I’environnement. Il est toutefois difficile de tirer des conclusions concernant la réduction
guantitative de cette excrétion. Ces deux études sont les premieres menées sur les reptiles. Il
est donc nécessaire de compléter leurs apports pour déterminer si ['utilisation de
bactériophages est réellement pertinente pour réduire effectivement le risque de
salmonellose associée aux reptiles. Au-dela de la maitrise de ce risque en particulier, elles
ouvrent la porte a I'usage de la phagothérapie chez les agames pour d’autres motifs et a un
élargissement a d’autres espéces de reptiles.



Points essentiels : Utilisations de la phagothérapie chez les animaux de compagnie :

Le nombre d’animaux de compagnie est de plus en plus important en France et dans le monde
et les relations entre I’homme et I'animal de compagnie ont fortement évolué (150).

La phagothérapie en est encore a ses balbutiements chez les animaux de compagnie et les études
restent, aujourd’hui, globalement limitées a I’espéce canine.

La recherche se concentre particulierement sur des bactéries dont la prévalence de la résistance

a_de nombreux antibiotiques est de plus en plus préoccupante : Pseudomonas aeruginosa,
SARM, SPRM, ... (152-154,163-165)
La proximité entre animaux de compagnie et propriétaires étant de plus en plus importante, cela

implique des problemes de santé publique avec la potentielle diffusion de phénotypes

d’antibiorésistance entre les populations bactériennes (166).

De multiples indications a la phagothérapie sont envisagées mais les principales sont a ce jour le
traitement des otites et des pyodermites.

De plus en plus de phages sont découverts, isolés et caractérisés (156-158,172-174,185).
Il n’y a, a cejour, qu’un seul essai clinique réalisé a propos des otites a Pseudomonas mais il reste

incomplet et non réalisé en double aveugle (159).

La caractérisation des bactériophages entraine aussi I’étude des enzymes qu’ils produisent. Cela
ouvre la porte a l'usage de ces molécules, dont les endolysines pour lutter contre les infections
bactériennes (176-178).

Ces enzymes ont parfois de meilleures capacités d’inhibition de la croissance bactérienne que
les virus dont elles sont issues (174).

Deux études se sont intéressées a I'usage des bactériophages chez les reptiles nouveaux animaux
de compagnie et ouvrent la voie a un potentiel usage de ces virus chez ces animaux (187,188).
La phagothérapie chez les animaux de compagnie se concentre donc principalement sur la lutte
contre des bactéries multirésistantes pouvant représenter des impasses thérapeutiques avec
I'arsenal antibactérien actuel tout en s’intégrant dans une logique « One Health » a cause de
I'interrelation des populations bactériennes humaines et animales. Si la plupart des travaux
concernent principalement des recherches menées in vitro et caractérisent des phages, ils

demeurent encourageants et appellent a des études complémentaires et in vivo avant que cette

thérapie soit mise en place couramment.







B- LA PHAGOTHERAPIE CHEZ LES BOVINS

L’élevage bovin représente une partie non négligeable du paysage agricole francais. En
2018, le ministere de I’Agriculture et de I’Alimentation recensait un cheptel national s’élevant
a 18,5 millions de tétes (189). En 2020, I'institut de I'élevage recensait 18,1 millions de bovins
en France dont 3,8 millions de vaches allaitantes et 3,6 millions de vaches laitiéres (190). Les
principaux bassins laitiers sont la Bretagne, la Normandie et les Pays de la Loire tandis que les
principaux bassins allaitants sont la Nouvelle-Aquitaine, Auvergne-Rhéne-Alpes, I'Occitanie et
Bourgogne-Franche Comté. Les trois races les plus représentées en France sont la
Prim’Holstein, la Charolaise et la Limousine. La France compte le plus grand cheptel bovin
d’Europe et se classe deuxieme derriére I’Allemagne si nous nous limitons au cheptel laitier.
L'importance économique de la production bovine en France est significative puisque les
exportations de la filiere viande représentaient un total de 2,4 milliards d’euros en 2019 tandis
que celles de la filiere lait s’élevaient a 7,2 milliards d’euros (190).

C'est donc dans ce contexte économique et dans un contexte global
d’antibiorésistance que I'usage des bactériophages vient s’inscrire. Nous nous concentrerons
principalement sur la prise en charge des mammites bovines, des diarrhées néonatales et du
portage d’Escherichia coli 0157/H7 par les bovins.

1- LES MAMMITES BOVINES

La mammite bovine est définie comme une inflammation de la mamelle. C'est une des
affections les plus fréquentes en élevage laitier (191). Elle correspond a une infection de la
mamelle par des germes. Les bactéries les plus fréquemment isolées sont Streptococcus
uberis, Staphylococcus aureus, E. coli et des staphylocoques coagulase négatifs. Trueperella
pyogenes est aussi un agent de mammites (192, 193). Il faut distinguer différents modeles de
transmission des mammites. En effet, les mammites a Staphylococcus aureus correspondent,
par exemple, a un modele dit de traite avec une contamination entre les vaches associée a un
manque d’hygiéne lors de la traite ou au contact du trayon avec du lait infecté. E. coli est,
guant a lui, un germe d’environnement et témoigne souvent d’'un manque d’hygiene global.
Enfin, il est aussi possible de définir des modeles mixtes tels que ceux associés a Streptococcus
uberis (194). Toutes les mammites ne sont pas identiques. Il faut distinguer les mammites
cliniques et les mammites subcliniques. Les mammites cliniques sont caractérisées par la
présence de signes cliniques permettant de la mettre en évidence comme la modification de
I'aspect du lait qui peut alors contenir des grumeaux, du pus ou étre de couleur altérée, des
symptdémes locaux comme une mamelle dure et chaude ou encore des symptémes généraux
avec la présence d’'une hyperthermie, d’'une dysorexie allant méme parfois jusqu’a un
abattement marqué de I'animal pouvant conduire a la mort de ce-dernier. Les mammites
subcliniques ne présentent pas de signe clinique évident permettant de les détecter mais ont



une grande importance économique (193, 194). Le traitement usuel de la mammite implique
la traite du quartier, l'usage d’antibiotiques et d’anti-inflammatoires. La prévention des
mammites passe par |'application prophylactique d’antibiotiques sur les mamelles suspectes
et 'usage d’obturateurs permettant de boucher le canal du trayon lors du tarissement ainsi
que par I'application de mesures d’hygiene lors de la traite et dans I'environnement pour
éviter toute contamination (193).

La mammite est une maladie qui représente un co(t non négligeable pour I'éleveur.
En effet, 'impact économique des mammites s’exprime non seulement en co(ts directs pour
I’'achat de médicaments et le paiement des frais vétérinaires mais aussi sous la forme de colts
indirects. Ces-derniers sont en fait liés a plusieurs facteurs. Tout d’abord, une vache atteinte
de mammite clinique ou subclinique présente toujours une diminution de sa production
laitiere. De plus, il y a aussi une perte du lait effectivement produit par la vache puisqu’un lait
contaminé ou dans lequel sont présents des antibiotiques ne peut pas étre valorisé dans la
filiere et doit étre jeté. Il faut aussi prendre en compte la charge de travail associée a la gestion
des mammites et la modification de la qualité du lait, par exemple avec des comptages
cellulaires somatiques plus élevés, pouvant induire des malus sur la tarification du lait. Enfin,
les mammites peuvent mener a la réforme des animaux atteints et induire encore une fois des
pertes (191). Un modele réalisé en 2008 estimait les pertes associées a une mammite clinique
dans un élevage néerlandais moyen entre 164€ et 235€ pour une moyenne de 210€. Le co(it
global des mammites dans un tel élevage s’échelonnerait alors entre 65€ et 182€ par vache et
par an (195). En 2015, une étude estimait le colt d’une mammite lors des 30 premiers jours
de lactation a 444S pour les producteurs américains (193).

Les mammites sont donc des infections multifactorielles pouvant étre liées a divers
agents pathogénes et sont des affections ayant un réel impact économique dans le cadre de
la filiére laitiere en France et dans le monde. Concernant les résistances bactériennes aux
antibiotiques, une étude publiée en 2018 estimait I'évolution de leur prévalence en France
chez S. uberis, E. coli et les staphylocoques coagulase positifs entre 2006 et 2016. Si pour
Streptococcus uberis, I'exemple le plus frappant concernait la résistance a la tétracycline qui a
augmenté de 15.7% a 20.4% entre 2006 et 2016, il faut toutefois noter que les niveaux de
résistances aux autres antibiotiques étaient faibles et souvent inférieurs a 5%. Néanmoins, la
résistance a I’enrofloxacine était évaluée a 32.9% des cas. Concernant E. coli et les
staphylocoques, la plus haute prévalence concernait la résistance aux B-lactamines avec
28.1% des souches de E. coli résistantes a I'amoxicilline et 33.9% des staphylocoques
coagulase positifs résistants a la pénicilline. Les pourcentages de bactéries multirésistantes,
c’est-a-dire résistantes a au moins 3 antibiotiques ont été mesurés a 2.4% pour les
staphylocoques et a 9.9% pour S. uberis. Cette étude montre que, pour le moment, la
tendance globale des agents pathogénes responsables de mammites n’est pas a I'évolution
vers une multi-antibiorésistance marquée pouvant conduire a des échecs thérapeutiques
(196) . Toutefois, des alternatives aux antibiotiques sont recherchées dans le milieu des
productions animales et I'application de la phagothérapie aux mammites est un des axes de



recherche quant a l'usage de ces virus en médecine bovine. Du fait de la spécificité
caractérisant les bactériophages, il n’est pas possible de considérer les mammites bovines
comme une seule entité pathologique mais il faut distinguer les applications de Ia
phagothérapie selon I'agent étiologique responsable.

Une des premieres indications étudiées concerne les mammites causées par
Staphylococcus aureus. Dés les années 1980, le phage K, un phage connu depuis les années
1930 (197) et capable de lyser S. aureus, fut employé pour traiter les mammites avec des
résultats décevants (198) . In vitro, il montre pourtant une bonne activité lytique contre les
staphylocoques dont des S. aureus isolés a partir de mammites bovines (197). Une étude
publiée en 2006 par Gill et al s’intéressait malgré tout au traitement des mammites
subcliniques a S. aureus avec ce phage (199). Les recherches étaient menées sur 24
Prim’Holstein sur sept sites différents et les vaches sélectionnées selon leurs comptages
cellulaires somatiques et la présence d’un historique de mammites a S. aureus. Chaque vache
subissait deux prélevements de lait respectivement a quatorze et cing jours avant le
traitement pour vérifier la présence de S. aqureus. L'attribution des 24 animaux a un groupe
placebo ou au groupe traité par les phages était randomisée. Chaque vache du groupe
phagothérapie recevait une administration intrammamaire d’une suspension de phage a
1.25x10%°PFU/ml par jour pendant cing jours. Les vaches du groupe placebo recevaient quant
a elles une solution saline. L'administration du traitement était menée en aveugle. Les
chercheurs évaluérent I'efficacité du traitement en se basant sur la guérison bactériologique
ou sur la réduction du nombre de S. aureus. Sur les 18 quartiers traités par des phages, seuls
trois présentaient une guérison bactériologique soit 16.7%. Il n’y avait pas de différence
significative avec le groupe placebo. De la méme maniere, les comptages bactériens n’étaient
pas significativement différents entre les deux groupes (199). De plus, I'administration de la
solution de phage K a une mamelle saine faisait fortement augmenter les comptages
cellulaires somatiques en les multipliant jusqu’a un facteur 1000. Méme apres traitement, les
chercheurs ne rapportaient pas de bactéries résistantes au phage K. Lors de cette étude, la
phagothérapie s’est donc montrée inefficace dans le traitement des mammites a S. aureus.
Elle entraine aussi une réponse inflammatoire de la mamelle (199). Cet échec peut trouver
son origine dans le fait que les protéines du lactosérum empéchent les interactions entre le
phage K et son hote bactérien. Des protéines du petit lait adhérent a la surface de la cellule
bactérienne ou la modifient ce qui empéche le processus d’adhésion du bactériophage (200).
La multiplication de ce phage est inhibée dans le lait cru alors que le phage K parvient a
détruire les populations de S. aureus dans du lait ayant subi des traitements thermiques. En
particulier, dans du lactosérum traité thermiquement, les populations de staphylocoques
deviennent indétectables deux heures aprés I'ajout de phage K (201). Les résultats décevants
de cette étude ne signérent pas la fin des recherches concernant I'usage de la phagothérapie
contre les mammites a staphylocoques. De nombreux phages potentiellement utiles dans la
lutte contre ces infections ont depuis été isolés (193). Par exemple, en 2013, 10 phages
lytiques capables d’infecter des S. aureus responsables de mammites furent isolés a partir
d’eaux usées au Brésil (202). En 2018, deux phages lytiques furent isolés en Inde a partir d’eaux



usées et a partir de lait produit par une mamelle atteinte de mammite (203). Ces études ne

considéraient cependant pas l'activité lytique des phages isolés dans le lait cru. Finalement,

une étude publiée en 2020 s’intéressa aux capacités de phages strictement lytiques a

I’encontre de souches de S. aureus isolées a partir de lait et a I'activité de ces phages dans le
lait entier non traité (204). Les trois phages étudiés sont les virus STA1.ST29, EB1.ST11, et
EB1.ST27. Sur 92 souches bactériennes testées, 34.8% ne pouvaient pas étre lysées par au

moins un de ces trois phages. Ces phages présentant toutefois un spectre d’hoéte assez large,

les auteurs en tirérent une préparation a utiliser dans le lait. Dans le lait pasteurisé, ImLd une
préparation concentrée a 1.20x10°PFU/ml permettait une réduction de 95.5% a 99.9% des

populations bactériennes aprés 8 heures. En comparaison des cultures non traitées, les

populations étaient 99.8% et 100% inférieures. Dans le lait cru, le méme protocole permettait
une réduction allant de 80.5% a 86.6% aprés huit heures (204). Cette étude est donc
encourageante dans la recherche de phages potentiellement utilisables pour traiter des

mammites a Staphylocoques. Les principales études concernant les phages de Staphylococcus

aureus et leur implication dans le traitement des mammites bovines est résumé dans le
tableau IV.

Tableau IV — Principales études menées concernant la phagothérapie des mammites

bovines a Staphylococcus aureus

Phagothérapie des mammites bovines

R O’Flaherty et al Gill etal (199) - Gill etal (200) - O’Flaherty et al Dias etal (202) - |Ganaieetal (203) - Titzeetal (204) -
(197) - 2004 2006 2006 (201) - 2005 2013 2018 2020
Type d'étude In vitro In vivo +placébo In vitro In vitro In vitro In vitro In vitro
Bactérie(s) S aureus
e S. spp Coag- S. aureus S. aureus S. aureus S. aureus S. aureus S. aureus
ciblée(s) bovi
ovins
STA1.ST29
10 phages SAJK- IND (Myoviridae)
Phage(s) Phage K Phage K Phage K Phage K . I EB1.5T11
e (Myoviridae) (Myoviridae) (Myoviridae) (Myoviridae) (Myoviridae) (Myoviridae) (Podoviridae)
utilisé(s) yoviridae, yoviridae, yoviridae yoviridae MSP (Podoviridae) odoviridae,
EB1.ST27
(Podoviridae)
Caractérisation Lytique Lytique Lytique Lytique Lytiques Lytiques Lytiques

Animaux et
groupes formés

24 vaches derace
Prim'holstein
souffrant de
mammite

Protocole
expérimental

44 souches de S.
aureus dont4
issues de
mammites bovines
et8
Staphylococcus CN
bovines

Intramammaire de
1.25 x 10711 PFU
ou 10mL de NaCl

SID pdt 5 jours

Etude dela liaison
phage-bactérie
dans lelaitcru

Comparaison de la
liaison phage-
bactérie
dans lelait
chauffé etdans le
laitcru

Isolement de S.
aureus depuis du
lait de vaches a
mammites
Isolement de
phages depuis des
eaux usées

Phages exposés a
120 souches de
S.aureus
responsables de
mammites

Exposition a 92
souches de
S.aureus isolés de
mammites puis
étude de l'activité
dans lelait
thermisé puis le
laitcru

Résultats

Lyse de toutes les
bactéries d'origine
bovine. Lyse de la
plupart des MRSA
humains

Guérison non
significative
Inflammation de la
mamelle

Inhibition de la
liaison
phage-bactérie

Le lait cru inhibe
la liaison phage K |
bactérie. Absence

d'inhibition si le

laitest traité
thermiquement

10 nouveaux
phages lysant
S.aureus isolés

Activité lytique de
100% de SAJK-IND
et de 40% pour
MPS

65,2% des souches
lysées par au
moins un phage.
Réduction des
populations
bactériennes dans
lelaitcru
de 80 a 86% par
rapport au témoin

~

Ce tableau résume les principales données issues de I'étude de la bibliographie concernant I'usage de la phagothérapie
dans la lutte contre les mammites a Staphylococcus aureus. Les phages utilisés, le protocole et les résultats sont
exposés. Si l'inhibition de I'action du phage K par le lait cru est un élément justifiant la nécessité d’une bonne
caractérisation des phages, de nouveaux phages découverts plus récemment sont aujourd’hui caractérisés et utilisables
dans le lait cru.




Concernant les autres agents pathogénes impliqués dans la genése des mammites
infectieuses, il est notamment possible de citer la caractérisation d’'un phage actif contre
Streptococcus agalactiae (205). Ce phage, isolé a partir de lait de mammite était capable de
lyser 65% des 43 souches de Streptococcus agalactiae étudiées. Concernant E. coli, une étude
de 2013 parvint a montrer que des phages sont capable d’agir sur ces bactéries dans le lait
entier non traité (206). En 2016, Porter et al fabriquérent un cocktail de phages sélectionnés
pour leur activité sur 36 souches d’Escherichia coli responsables de mammites. Ce cocktail
parvint a arréter ou limiter le développement de 21 des 36 souches considérées. Il permit
aussi de limiter la croissance des bactéries dans le lait cru. Les bactériophages étaient capables
de se fixer, de pénétrer et de lyser les bactéries. Cette étude prouve donc que I’environnement
n’influence pas de la méme maniére les interactions entre les bactériophages et Escherichia
coli et celles entres bactériophages et Staphylococcus aureus. Les chercheurs créerent aussi
un obturateur du canal du trayon a partir de bismuth et de bactériophages qui parvint lui aussi
a inhiber la croissance des bactéries. Avant une utilisation sur le terrain, il conviendrait
toutefois de vérifier si I'activité des bactériophages peut persister pendant toute la période
du tarissement et si les bactériophages n’induisent pas de réponse inflammatoire dans la
mamelle (207). Les points positifs et les limites des bactériophages dans le traitement des
mammites a S. aureus, a Streptococcus spp. et a E. coli sont compilés dans le tableau V.

Tableau V — Points positifs et limites des bactériophages dans le traitement des
mammites bovines

Points positifs Limites

Inhibition par les protéines du lait
possible d'ol la nécessité d'une
caractérisation poussee
Réponse inflammatoire possible

Mombreux virus isolés
Phages de §. aureus Bonne activité in vitro
Spectre large

Phages de Streplococcus Spectre relativement large Mécessité d'isoler plus de phages
Plusieurs phages isolés Caractérisation insuffisante a I'heure
: Phages actifs dans le lait cru actuelle
Phages de E. coli . ) :
Peuvent &tre intégrés dans des Statut inflammatoire de la mamelle
obturateurs aprés utilisation inconnu

A partir de la caractérisation des bactériophages se sont aussi développées les recherches
concernant 'usage des enzymes des bactériophages dans la lutte contre les mammites.
L'enzyme phill produite par des bactériophages spécifiques de S.aureus est ainsi active
contre cette bactérie et les staphylocoques a coagulase négative. L’activité lytique persiste au
pH de 6.7 du lait et sur une large échelle de concentration en calcium (208). En 2012,
Schmelcher et al évaluerent I'efficacité de deux endolysines chimériques construites a partir
d’un domaine endopeptidase issu du phage SA12. Ce domaine était couplé a un domaine de
liaison a la paroi cellulaire choisi parmi celui de deux endolysines différentes. Ces deux
protéines furent testées sur 16 souches de S.aureus dont 15 isolées a partir de mammites
bovines. Toutes les souches étaient sensibles a 'action des endolysines. Les deux enzymes
étaient aussi actives dans le lait de vache. Une des deux enzymes permettait ainsi une

N



(0]
o

réduction des comptages bactériens d’un facteur 1000 tandis que I'autre ne les diminuait que
d’un facteur 10 apreés trois heures d’incubation (209). Une étude de 2017 montrait que
I’endolysine LysKAamidase lysait 137 souches de S.aureus impliquées dans des infections
humaines ou dans des mammites bovines (210). Concernant Streptococcus uberis, un des
principaux agents de mammites, plusieurs études rapportent la caractérisation et I'usage
d’endolysines. Ainsi, les endolysines des phages SA2 et B30 peuvent lyser Streptococcus
uberis, Streptococcus agalactiae et Streptococcus dysgalactiae dans du lait entier. Elles
présentent de plus une action synergique lorsqu’elles sont utilisées de concert (211). Une
autre étude porta sur les enzymes PlySs2 et PlySs9. Ces deux endolysines sont dérivées de
prophages localisés dans le génome de Streptococcus suis. PlySs2 présente un large spectre
anti-streptocoques tandis que PlySs9 posséde une composition trés proche d’endolysines
capables de lyser Streptococcus dysgalactiae. Ces deux enzymes se sont révélées capables de
lyser plusieurs souches de Streptococcus uberis isolées a partir de lait infecté collecté dans des
fermes laitiéres belges (212). Toutes ces recherches sur les endolysines nécessitent d’étre
complétées par des études in vivo mais semblent indiquer que les endolysines pourraient étre
utilisées un jour comme antibactérien dans le cadre des mammites bovines.

2- LES DIARRHEES NEONATALES A E. COLI

Les diarrhées néonatales sont des infections d’importance majeure en médecine
vétérinaire bovine puisqu’elles sont les maladies les plus rencontrées chez les veaux de moins
de trente jours (213, 214). Aux Etats-Unis d’Amérique, les diarrhées sont impliquées dans 57%
des déces de veaux non sevrés (215). Elles représentent de grandes pertes économiques pour
les éleveurs a travers la prise en charge médicale de I'animal mais aussi a travers le travail
nécessaire pour les soins et une diminution de la vitesse de croissance (215). A ceci s’ajoute
aussi la mortalité des animaux dont les conséquences sont encore plus graves
économiquement, en particulier lorsqu’il s’agit d’un individu destiné au renouvellement du
troupeau. Aux Etats-Unis, I'université du Wisconsin estime ainsi le co(t d’élevage d’une
génisse de renouvellement entre 1200 et 1600S. Ce dernier est toutefois inférieur a celui lié a
I’achat d’un tel animal (214). Les diarrhées du veau ont plusieurs agents étiologiques possibles
s’exprimant a différents ages et pouvant agir en co-infection. Les principaux agents sont les
Escherichia coli, les rotavirus, les coronavirus et les cryptosporidies (215).

Dans la suite de cette étude nous nous intéresserons plus particulierement aux
Escherichia coli. Plusieurs souches de cette bactérie peuvent entrainer des diarrhées chez les
veaux. Les souches entérotoxinogenes ou ETEC sont ainsi le principal groupe d’agents
étiologiques responsables des diarrhées chez les veaux de moins de quatre jours. Ces bactéries
possedent la capacité de produire une toxine thermostable responsable des signes cliniques
et ont des fimbriae leur permettant de s’attacher a I’épithélium intestinal. Parmi les principaux
antigenes permettant de caractériser ces souches, nous pouvons citer I'antigene K99 (ou F5)
et I'antigene F41 (213). Une fois arrimées au contact de |'épithélium, les ETEC le colonisent et



sécretent la toxine thermostable qui est responsable d’une diarrhée sécrétoire. Le traitement
de ces affections passe principalement par une réhydratation de I'animal et la compensation
des pertes en électrolytes par voie orale ou intra-veineuse, du nursing et par 'administration
d’antibiotiques permettant de détruire I'agent étiologique (213). Le potentiel intérét de la
phagothérapie réside dans ce dernier point.

Dans les années 1980, Smith et Huggins furent les premiers a s’intéresser a I'usage de
la phagothérapie pour lutter contre les ETEC chez les veaux mais aussi chez les porcelets et les
agneaux (216). lls avaient, dans une premiere étude, démontré que des phages pouvaient
protéger des souris plus efficacement que la plupart des antibiotiques dans un modeéle de
méningite et cherchaient donc a élargir leur travail. lls étudierent alors les propriétés des
phages dans le tube digestif pour voir s’ils peuvent protéger diverses espéces animales
d’infections par des ETEC. Chez les veaux, ils examinérent en particulier deux souches
bactériennes portant les antigeénes K99. Une inoculation de ces souches par voie orale chez
des veaux de moins de 24 heures générait une diarrhée mortelle la plupart du temps. lls
parvinrent aisoler trois phages, B44/1, B44/2 et B44/3 a partir d’eaux usées. Les phages B44/2
et B44/3 se révélérent capables de lyser des souches de E.coli résistantes au phage B44/1.
B44/3 présentait de meilleures capacités lytiques que B44/2 in vitro. Les chercheurs utilisérent
alors un cocktail formé de 10! particules de B44/1 et de B44/2. lls inoculérent les animaux
avec 3.10°CFU de E.coli par voie orale. Parmi les 22 animaux n’ayant pas recu de
bactériophages aprés l'inoculation, 21 présenterent une diarrhée conduisant a leur mort,
gu’ils aient recu du colostrum ou non. Le cocktail formé par les phages B44/1 et B44/2 parvint
a protéger des animaux privés de colostrum lorsqu’il était administré 1h apres I'inoculation
des bactéries. Chez des animaux ayant regu du colostrum, il était efficace lorsqu’administré
jusgu’a 8h apres le challenge bactérien (216). Lorsque le cocktail était administré au début des
symptomes, 66% des veaux décédaient. Les chercheurs modifierent alors leur cocktail pour
intégrer le virus B44/3 ala place de B44/2 et cette fois, la préparation diminuait drastiquement
le nombre d’animaux mourant, passant de 66% des veaux a 15%. De plus, I'administration de
phages réduisait le nombre de bactéries B44 présentes dans le tube digestif des animaux
traités, parfois d’un facteur 1000 (216, 217).

En 1987, Smith et al poursuivirent leurs investigations et isolerent sept phages actifs
contre six sérotypes de E. coli entérotoxinogenes (218). lls souhaitaient démontrer 'intérét
des bactériophages dans la prophylaxie des diarrhées néonatales chez le veau. Lors d’infection
par ces souches bactériennes, les veaux développaient une diarrhée dans les 12 a 24 heures
suivant I'inoculation. Les auteurs parvinrent a protéger des veaux en administrant des doses
de 10° PFU par voie orale au moment du début des symptdmes. L’administration de phages
simultanément avec I'alimentation lactée ne posait pas de problémes. Dans cette étude, ils
placérent aussi des veaux dans des parcs ayant contenu des animaux infectés par E. coli B41
puis traités avec le phage B41/1. Les nouveaux veaux étaient placés trois heures dans le parc
non nettoyé puis recevaient une inoculation de E. coli B41. Sur 8 veaux, dont le dernier fut
placé dans le parc 71 jours apreés le dernier animal traité par des phages, seul 1, soit 12,5%,
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présenta une diarrhée modérée. Dans le groupe témoin, les animaux non traités mourraient
dans 90% des cas. Des phages B41/1 furent mis en évidence dans les féces des 8 veaux. Ceci
montre une protection des veaux par des phages présents dans I’environnement direct de ces
derniers et une infection par les phages environnementaux. A l'instar de ceci, I'aspersion de
phages sur la litiere des veaux les protégeait aussi des infections. Des bactéries mutantes
apparurent au cours de I'étude. Lorsque les infections étaient dues a une seule souche de
E.coli ces mutants présentaient tous une perte de virulence par rapport a la souche sauvage.
Pour les auteurs, ces souches n’étaient pas susceptibles de générer des atteintes graves chez
des veaux ayant bien recu leur colostrum. Lors d’infections a plusieurs souches d’E. coli, les
mutants obtenus étaient aussi virulents que la souche sauvage dont ils dérivaient. Une
hypothése qui pourrait permettre d’expliquer la conservation des facteurs de virulences serait
I'existence d’échanges de matériel génétique entre les différentes souches. Toutefois, les
auteurs parvinrent a obtenir des mutants des phages testés et estimérent que si ce cas posait
un véritable probleme, une parade serait facilement trouvée (217, 218). Smith et al
caractérisérent aussi les facteurs influengant la survie et la multiplication des phages chez les
veaux. La survie des phages est notamment impactée négativement par un pH gastrique trop
faible. L’'administration des phages avec le lait ou avec du carbonate de calcium permet
d’améliorer leur survie et de rejoindre le reste du tube digestif (219).

Le principal probleme des études de Smith réside dans I'absence de données précises
permettant d’identifier les virus utilisés. En 2011, Bicalho tenta de montrer que des phages
administrés par voie orale réduisent les comptages bactériens de E. coli fécaux chez des veaux
dans une étude randomisée, en double aveugle avec placebo. Les veaux étaient agés d’une
semaine. Des veaux recurent une solution de 10° pfu de quatre bactériophages ou un placebo
matin et soir dans le lait pendant onze jours. Les quatre phages furent isolés a partir de fosses
a lisier de fermes bovines et multipliés sur des souches de E. coliimpliquées dans des métrites.
Ce protocole permit une réduction non significative du nombre de CFU chez les veaux. Les
auteurs expliquérent ces résultats par une faible puissance statistique de leur étude limitée a
10 veaux et par le fait que les phages aient été propagés sur des souches bactériennes
provenant de métrites. Cette étude permet toutefois de mettre en évidence la survie des
bactériophages a travers les différents compartiments digestifs et I'absence d’effet secondaire
(220). Le traitement des diarrhées néonatales nécessite donc des études complémentaires et
la caractérisation précise des virus pouvant étre utilisés. Par exemple, en 2015, une équipe
indienne parvint a isoler un bactériophage de la famille des Myoviridae a partir d’échantillons
de sol provenant d’une ferme et a le multiplier sur une souche E. coli. Le phage présenta une
activité lytique sur 47,3% des 121 souches de Escherichia coli testées parmi lesquelles 3 ETEC.
L'intérét thérapeutique de ce phage a large spectre reste toutefois a étre démontré dans des
expériences in vivo (221).

L'intérét des bactériophages dans le traitement des diarrhées néonatales a aussi été
étudié en Pologne. Une étude de 2018 s’intéressa a des veaux agés de 1 a 14 jours présentant
de la diarrhée. Les veaux regurent par voie intra rectale un mélange de lactobacilles et de



bactériophages spécifiques de E. coli formulé en tant que suppositoires pendant 5 jours et leur
état clinique était évalué sur 11 jours. Les auteurs rapportérent une amélioration de I’état
clinique et une résolution des diarrhées dans les 24 a 48 heures apres le début du traitement.
Toutefois, il faut modérer les résultats de cette étude par I'absence de groupe témoin traité
par placebo et a cause du panel d’age étudié qui, a I'échelle des diarrhées du veau, reste
relativement large. De plus, les virus utilisés ne sont que succinctement caractérisés. Il est
donc difficile de conclure si I'amélioration clinique est liée aux phages ou plus trivialement a
I’évolution « naturelle » de la maladie (222).

Si les études de Smith et al suggérent que les bactériophages puissent étre des outils
utiles pour la prophylaxie ou le traitement des diarrhées néonatales chez les veaux, il est
encore nécessaire d’isoler, caractériser et stocker plus de souches virales permettant de lutter
contre ces infections et de réaliser des études randomisées en double-aveugle afin d’évaluer
leur réel intérét thérapeutique et de déterminer les conditions de leur usage. De plus, les
travaux de Smith laissent aussi imaginer des méthodes prophylactiques par aspersion de
solutions de bactériophages dans I'environnement direct des veaux afin de réduire la
contamination environnementale.

3- LESE. COLI O157/H7

Nous l'avons évoqué dans le paragraphe précédent, les bactériophages ont été
envisagés comme traitement étiologique des diarrhées néonatales causées par Escherichia
coli. Toutefois, I'importance de cette espéce bactérienne ne se limite pas aux bovins. En effet,
certaines souches sont zoonotiques et représentent un danger sanitaire pour les populations
humaines. En particulier, 'OMS a estimé en 2014 que les E. coli productrices de Shigatoxine,
dites STEC, sont a I'origine de 2,8 millions de cas cliniques humains chaque année (223). Les
STEC sont responsables d’affections pouvant s’exprimer sous la forme de diarrhées ou de
colites hémorragiques mais aussi sous la forme d’'un syndrome urémique hémolytique et
parfois conduire a la mort de I'individu (223). Les ruminants domestiques sont des réservoirs
de STEC et notamment du sérotype 0157/H7. Certains bovins sont méme considérés comme
des « super-réservoirs » ayant un impact considérable sur I'épidémiologie associée a cette
bactérie (224, 225). Les animaux porteurs ne présentent aucun signe clinique et la bactérie
peut persister pendant plusieurs mois. L'infection des humains se fait alors par I'intermédiaire
d’aliments contaminés (226).

Le biocontréle de ces bactéries releve donc d’un objectif de sécurité sanitaire. Cette
notion s’applique a tous les pays, méme aux pays développés avec d’importantes mesures de
controdle sanitaire tels que les USA, le Royaume-Uni ou la France (227) . Certaines solutions
ont imaginé I'usage des bactériophages pour le contréle des contaminations des populations
bactériennes dans les aliments en transformation ou apres le passage de I'animal a I'abattoir.
D’autres méthodes consisteraient en la limitation, voire I’élimination, du portage et de
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I'excrétion de ces bactéries pathogénes directement chez I'animal. Les bactériophages
rejoindraient donc l'arsenal de maitrise sanitaire en tant qu’outils biologiques. Nous
étudierons cette seconde option appliquée aux bovins.

Plusieurs études ont considéré I'administration directe de bactériophages a des bovins
en ciblant les populations de E. coli 0157/H7. Avant tout, il est important de noter que la
présence de bactériophages ciblant 0157/H7 est rapportée naturellement au sein de
troupeaux bovins et qu’elle tend a réduire la prévalence du portage de E. coli 0157/H7. De
plus, la matrice permettant d’isoler le plus facilement ces virus est le lisier (228). In fine, il
existe une véritable dynamique écologique entre E. coli 0157/H7 et ses bactériophages (227).
Plusieurs études in vitro ont déja rapporté de bonnes capacités lytiques des bactériophages
isolés a partir de purin (229, 230). En 2006, Sheng et al exploréerent la capacité de deux
bactériophages spécifiques de 0157/H7 a réduire le portage de cette bactérie. Aprés des
résultats décevants sur l'usage de la phagothérapie par voie orale chez des moutons mais la
réussite d’une expérience visant a éliminer 0157/H7 chez des souris infectées
expérimentalement, ils se concentrerent sur des bovins. Pour ce faire, ils infectaient 10 jeunes
bovins avec 4 souches de 0157/H7 par voie rectale puis, sept jours plus tard, 5 des animaux
recevaient un cocktail de phages par voie intra-rectale pendant 4 jours. De plus, pendant toute
la période de traitement, des phages a la concentration de 10° PFU/ml étaient ajoutés a I'eau
de boisson de ces animaux. Cette méthode parvint a réduire significativement les comptages
bactériens de E. coli O157/H7 par rapport au groupe témoin. Si les animaux témoins
demeurérent porteurs de ces bactéries pendant toute la durée de I'étude, seul un des animaux
traités n’avait plus de 0157/H7 détectable dans ces feces (226). En 2008, Callaway et al
isolérent un phage lysant 0157/H7 chez des bovins et étudierent son intérét chez des moutons
servant de modeéle de tube digestif bovin (231). Les moutons étaient gavés avec des solutions
de phages 48 et 72 heures aprés une inoculation bactérienne. Les chercheurs montrerent une
réduction significative des comptages bactériens dans les feces, au niveau du caecum et du
rectum tandis qu’au niveau du rumen, la différence entre le groupe traité et le groupe témoin
n’était pas significative. De plus, ils mirent en évidence que la réduction la plus importante se
fait pour un ratio de PFU/CFU de 1/1 tandis qu’elle est moindre pour des ratios plus élevés
tels que 10/1 ou 100/1. L'explication d’une telle observation réside probablement dans le
phénoméne de «lysis from without » , entrainant la lyse de la bactérie sans que la
multiplication des phages n’ait lieu (231). Toujours en 2008, une étude de Niu et al mit en
évidence une diminution des comptages bactériens chez 113 animaux traités avec des
bactériophages par rapport a un groupe témoin (232). Une fois de plus, il n’y avait pas
élimination compléte du portage. Dans le but de comparer la pertinence des traitements par
voie orale ou voie rectale, Rozema et al suivirent |’excrétion fécale de E. coli 0157/H7 sur 83
jours chez des groupes de bovins recevant une phagothérapie par voie orale, par voie rectale,
cumulant les deux modalités ou n’en recevant pas (233). Malheureusement, la phagothérapie
ne permit pas I’élimination du portage des bactéries et aucune différence significative ne fut
mise en évidence, ni entre les différents groupes de traitement ni avec le groupe contréle. Il
faut cependant noter que les animaux du groupe contréle émirent des phages dans leurs feces



a partir du troisieme jour apres I'inoculation de E.coli indiquant une transmission des virus par
I’environnement. Les niveaux de phages émis par le contrdle ont ensuite augmenté jusqu’a
atteindre des niveaux similaires a ceux du groupe traité par voie rectale (233). En 2010, Rivas
et al tenterent d’utiliser des phages précédemment isolés pour réduire I’excrétion de E.coli. Si
les essais in vitro donnerent des résultats satisfaisants avec des virus réduisant rapidement et
significativement les comptages bactériens, les essais in vivo le furent beaucoup moins. En
effet, une fois de plus, aucune différence n’ était visible entre le groupe témoin et le groupe
des animaux traités par des bactériophages aprés inoculation expérimentale de E. coli (230).

Si plusieurs études montrent un effet de réduction de I'excrétion de E. coli 0157/H7
grace a la phagothérapie (226, 231, 232), d’autres ne permettent pas de mettre en évidence
de différence significative avec les groupes témoins. Des études complémentaires sont
nécessaires caractérisant les éléments essentiels intervenant dans la relation entre les
bactériophages, les bactéries et I’'animal héte avant de statuer définitivement sur I'intérét de
la phagothérapie dans le biocontréle des STEC chez I’animal vivant. De plus, il faut demeurer
conscient des limites des études aux résultats les plus prometteurs. En effet, il semble
difficilement envisageable d’appliquer en pratique des mesures telles que celles décrites par
Sheng et al consistant en l'instillation intra-rectale, par I'intermédiaire d’une éponge et
pendant plusieurs jours de suite, d’une solution de bactériophages (226). Sheng et al sont eux
méme assez sceptiques quant a la capacité de la phagothérapie d’éliminer totalement le
portage de STEC car ce sont des bactéries commensales des ruminants et, de ce fait, la réponse
immunitaire a leur encontre est trés limitée. De plus, il faut déterminer si I’élément décisif
dans leur étude est l'instillation intra rectale de virus ou leur administration dans I'eau de
boisson. In fine, la recherche d’une réduction temporaire de I'excrétion juste avant le passage
a l'abattoir serait potentiellement plus pertinente que la recherche d’un arrét total du portage
asymptomatique. Enfin, il faudra déterminer I'intérét de la phagothérapie comparativement
ou en combinaison avec d’autres mesures prophylactiques déja évoquées comme la
vaccination.

ul



Points essentiels : La phagothérapie chez les bovins

L’élevage des ruminants, et en particulier celui des bovins, représente une filiere majeure du
paysage agricole francais. Contrairement a ce que nous pouvons observer chez les animaux de
compagnie, la phagothérapie doit dans ce cas s’inscrire dans un contexte économique.

Les principales affections dont un potentiel traitement par I'usage de bactériophages a été
évalué sont des affections fréquentes et d’'importance économique majeure : les mammites et
les diarrhées néonatales.

Les résultats décevants des premieres études concernant le traitement intra-mammaire des
mammites a Staphylococcus aureus lié a I'interaction entre le bactériophage et les protéines du
lactosérum illustre parfaitement la nécessité d’une bonne caractérisation du virus considéré et
de son activité dans un milieu proche de celui ou il sera utilisé en traitement.

Les études les plus récentes ont permis d’isoler de nombreux phages ciblant S. aureus et I'étude
de Titze et al de 2020 présente des résultats in vitro prometteurs dans le lait cru (204). Cette-
derniére appelle ainsi a de nouvelles études in vivo.

Des bactériophages actifs contre S. agalactiae et E. coli ont aussi été isolés (205,206). Des
chercheurs ont mis au point un obturateur de trayon contenant des phages ciblant E. coli. Son
intérét in vivo reste toutefois a étre étudié (207).

Plusieurs endolysines d’intérét ont été identifiées mais les recherches menées nécessitent
d’étre complétées par des études in vivo.

Les études de Smith et al sont fondamentales quant a I'usage de la phagothérapie pour lutter
contre les ETEC. Si les résultats sont encourageants, I'absence de caractérisation des phages
utilisés demeure une limite (216,218,219).

La modalité d’administration du traitement par voie orale est importante, le pH gastrique
pouvant altérer les virus. L’administration conjointe avec du lait semble permettre un passage
des virus dans le reste du tube digestif (219).

Ces études suggerent aussi une possibilité de protection des veaux par le traitement
prophylactique de I'’environnement et des litieres (218).

D’autres études sont difficilement exploitables a cause du large panel d’age des veau,
I'absence de caractérisation des phages ou |'absence de groupe témoin ce qui rend
I'interprétation hasardeuse en ce qui concerne ces affections (222).

E. coli 0157/H7 est un agent zoonotique important responsable d’infections graves chez I'étre
humain et commensal des ruminants. Il semble que la réduction de la quantité de bactéries
0157/H7 excrétées par les animaux vivants soit possible grace a la phagothérapie. Toutefois, si
certaines études présentent des résultats prometteurs, il est nécessaire de considérer
I'applicabilité des mesures employées en pratique agricole courante et les comparer a d’autres
mesures prophylactiques envisagées telles que la vaccination (226-230).

L'usage de la phagothérapie chez les ruminants, et en particulier les bovins, reste actuellement

pour sa majeure partie au stade expérimental. Si des résultats prometteurs sont obtenus, I'ensemble
de ces études met en avant I'importance d’une bonne caractérisation du bactériophage employé ainsi
gue de la compréhension de la relation Bactériophage — Bactérie — Animal. Outre les utilisations citées
ci-dessus, un emploi dans le traitement des métrites post-partum a aussi été envisagé mais les résultats
des premieres expériences in vivo sont décevants. Une administration prophylactique pré-partum d’un
cocktail ciblant E. coli augmente significativement les risques de métrite et de rétention placentaire
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C- LA PHAGOTHERAPIE CHEZ LES PORCINS

La viande porcine est la viande la plus consommeée en France avec 33 kg consommeés
par an et par habitant. En 2018, I'élevage porcin frangais représente 13,7 millions de tétes
principalement concentrées dans les régions Bretagne et Pays-de-la-Loire (189). Au sein de
I’'Union Européenne, la France est le troisieme pays producteur de viande porcine derriere
I’Allemagne et I'Espagne. Toutefois, les exploitants frangais subissent la concurrence de
grands centres de production tels que la Chine, les Etats-Unis, le Brésil ou le Vietnam. Le prix
du porc connait une variation cyclique dépendant de facteurs saisonniers mais aussi de la
guantité de porcs produits. Des facteurs exceptionnels, tels que I'épidémie de peste porcine
africaine ayant affecté la Chine, influent aussi sur le marché (235). La place de la médecine
vétérinaire s’inscrit donc dans un contexte économique particulierement concurrentiel et
s’articule autour de la maitrise de pathologies de troupeau.

Pendant de nombreuses années, les antibiotiques ont été utilisés en routine dans
I’élevage porcin. Le but de leur utilisation en tant que promoteurs de croissance, et souvent a
des doses sub-thérapeutiques, était d’obtenir un meilleur gain moyen quotidien, une
meilleure valorisation de I'alimentation associée a un meilleur indice de consommation ainsi
gu’une réduction de la mortalité (236). En 1998, un rapport de la commission
interministérielle et interprofessionnelle sur I'alimentation animale révélait que 98% des
porcelets et 70% des porcs a lI'engraissement recevaient un aliment complémenté en
antibiotiques (237). La plus grande sensibilisation des consommateurs a la présence de résidus
d’antibiotiques dans la viande et la perspective de multiplication et surtout de diffusion des
phénoménes d’antibiorésistance a partir des élevages a conduit I'Union Européenne a
légiférer. Ainsi, en 1999, le nombre d’antibiotiques autorisés pour un usage prophylactique
chez les porcins a été réduit a quatre et en 2006, une interdiction totale a été prononcée (236).
La Chine a aussi banni l'usage des antibiotiques dans I'alimentation des porcs depuis 2020
(238). Depuis ces interdictions et les plans EcoAntibio, la consommation d’antibiotiques par la
filiere porcine n’a fait que diminuer. En France, en 2020, les ventes d’antibiotiques destinés
aux porcs sont estimées a 133,06 tonnes. Rapporté a la biomasse totale des porcs, cela
représente 47,10 milligrammes d’antibiotique par kilogramme de porc. A titre de
comparaison, la masse vendue d’antibiotiques rapportée a la biomasse est estimée a 13,42
mg/kg chez les bovins, 114,15 mg/kg chez les chiens et chats et 390,02 mg/kg chez les lapins.
D’aprés un rapport de I'Agence nationale de sécurité sanitaire de l'alimentation, de
I’environnement et du travail (Anses), I'exposition des porcs aux antibiotiques a diminué de
55,5% depuis 2011 (239). Dés lors, et en association avec une volonté globale de recherches
d’alternative aux antibiotiques, de nouveaux outils ont été étudiés parmi lesquels se trouvent
les peptides antimicrobiens, des composés minéraux, des probiotiques et prébiotiques ou la
phagothérapie.
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Parmi les bactéries contre lesquelles I'usage de la phagothérapie a été évoqué, nous
étudierons notamment les Salmonella, Escherichia coli et les bactéries responsables du
complexe de la rhinite atrophique du porc. Nous étudierons aussi I'usage des bactériophages
en tant que promoteurs de croissance.

1- INFECTIONS DES PORCS PAR E. COLI

Escherichia coli est une bactérie d’'une grande importance en pathologie porcine en
particulier comme agent étiologique de diarrhées post-sevrage chez les porcelets. Il s’agit, a
I'image des diarrhées néonatales du veau, le plus souvent de bactéries ETEC qui s’attachent
aux entérocytes et synthétisent une toxine responsable des signes cliniques. Des diarrhées de
différents degrés de sévérité et pouvant parfois conduire a la mort de I'animal sont rapportées
(240). Des morts subites peuvent aussi étre observées. Plusieurs facteurs favorisent
I'apparition de cette maladie comme le stress associé au sevrage ou le changement
alimentaire. Les antigenes les plus fréquemment rencontrés lors d’infection par les ETEC sont
portés par les fimbriae F18 et F4 qui permettent I'adhésion de la bactérie a I'entérocyte. Les
conséquences de ces affections sont économiquement importantes puisqu’elles induisent de
la mortalité et une diminution du gain moyen quotidien, ou GMQ, chez les porcelets. L'usage
prophylactique des antibiotiques visait en partie a lutter contre ces affections (240). Or,
I’antibioprophylaxie favorise I'augmentation de la prévalence des résistances. Ainsi, en 2003,
une étude menée en Europe de I'Est montra une augmentation significative de la résistance
au ceftiofur dans les élevages ou une antibioprophylaxie était réalisée (241). D’autres
méthodes de prévention sont donc utilisées, comme I'emploi d’oxyde de zinc dans la ration,
ou bien envisagées, comme la phagothérapie.

A linstar de la médecine bovine, le renouveau de I'intérét pour la phagothérapie chez
les porcs est incarné par les études de Smith et Huggins publiées en 1983 (216). Dans la méme
publication que celle dédiée aux veaux et aux agneaux, les deux chercheurs se consacrerent
aussi aux porcelets. Pour cela, ils étudierent I'effet de deux bactériophages, P433/1 et P433/2,
sur des porcelets infectés par la souche P433 de E. coli. Des études in vitro révélérent que,
tandis que le phage P433/1 lysait la souche P433, le phage P433/2 était inactif sur cette-
derniére mais pouvait lyser des souches mutées et résistantes au premier phage. Les
expériences in vivo étaient réalisées sur une population de 14 porcelets n’ayant pas de recu
de colostrum. Les porcelets étaient infectés 6 heures aprés leur naissance avec 3.108 CFU de E.
coli P433 puis recevaient 10° PFU de chaque bactériophage dés les premiers symptdmes de
diarrhée. Sur les 7 porcelets non traités, 4 moururent et les 3 autres présentérent de séveres
signes généraux. Les morts présentaient tous des signes de sévére déshydratation tandis que
les survivants montraient surtout de I’ataxie et une altération du statut mental. D’apres les
auteurs, ils seraient tous morts si une réhydratation par voie orale via un sondage gastrique
n’avait pas été mise en place. Au contraire, les 7 porcelets traités survécurent et ne
présenterent qu’une diarrhée rapidement maitrisée sans aucun autre symptome ni



aggravation. Les comptages bactériens dans les feces diminuaient rapidement et fortement
chez les porcelets traités. Des souches mutées, résistantes a P433/1, furent trouvées dans les
feces a partir de 8h apres le traitement mais leur nombre resta bas. Les auteurs essayerent
aussi de n’employer que le phage P433/1 pour traiter la diarrhée. Les 2 porcelets traités
survécurent (216). Ces travaux sont encourageants puisqu’ils semblent montrer la capacité de
la phagothérapie a juguler les diarrhées néonatales mais présentent des limites, notamment
a cause de l'absence de caractérisation des phages utilisés. De plus, l'intérét de la
phagothérapie face aux infections néonatales a ETEC est aujourd’hui moindre grace au
développement de vaccins a administrer aux truies gestantes (242). Si ces travaux font office
de précurseurs et ouvrent la voie a d’autres travaux, les résultats nécessitent un
approfondissement pour déterminer si des protocoles similaires seraient applicables aux
diarrhées du sevrage chez des porcelets plus agés.

En 2007, des chercheurs canadiens isolerent et caractériserent neuf bactériophages
capables de lyser 10 souches de E. coli 0149, bactérie impliquée dans la majorité des diarrhées
du post-sevrage chez les porcelets dans de nombreux pays. Ces bactériophages furent isolés
a partir des eaux usées d’élevages porcins et considérés comme des candidats potentiels pour
la prophylaxie et le traitement des diarrhées du post-sevrage dues aux ETEC 0149 (243).
L'année suivante, la méme équipe tenta de déterminer I'efficacité de ces phages, de maniére
individuelle et en cocktail, pour traiter des diarrhées induites expérimentalement par la
souche 0149 : H10 : F4 de E. coli (244). Sept des phages caractérisés dans la précédente étude
furent employés. Plusieurs expériences furent réalisées sur un échantillon de 101 porcs sevrés
a trois semaines d’age. Les premiers travaux étudierent un effet « prophylactique » en
administrant des bactériophages 15 minutes apreés inoculation par voie per os de 10'° CFU de
E. coli. Lorsqu’utilisés individuellement, a la dose de 10%° PFU, six des sept phages donnérent
des résultats significativement différents des témoins infectés mais non traités. La sévérité de
la diarrhée était moindre, et la variation de masse corporelle plus favorable chez les porcs
ayant recu ces bactériophages. De plus, les phages 1, 2 et 5 permirent une réduction de la
durée de la diarrhée. L'efficacité d’un cocktail formé par les phages 1, 2 et 7, a la dose de 10°
PFU chacun, fut aussi évaluée. Il permit une réduction de la durée et de la sévérité de la
diarrhée. Dans un second temps, les chercheurs étudierent I'efficacité thérapeutique de tels
bactériophages en traitant les animaux 24 heures aprés I'inoculation ce qui correspond au
début de la diarrhée. Avant traitement, les diarrhées étaient équivalentes entre le groupe
témoin et le groupe devant recevoir un traitement. Certains animaux recevaient alors un
cocktail des phages 1 et 6 a 10® PFU chacun, trois fois a six heures d’intervalle. Ce protocole
permit une amélioration du gain moyen de masse, une durée de la diarrhée significativement
moindre et une moindre sévérité de la diarrhée. Les populations de E. coli commensales
n’étaient pas affectées par le traitement. Les résultats de cette étude montrent donc une
réduction de la durée et de la sévérité des diarrhées grace aux bactériophages tout en limitant
la perte de poids associée aux épisodes diarrhéiques. Ceci permet d’entrevoir un usage
prophylactique ou thérapeutique de certains bactériophages pour lutter contre une des
souches de E. coli les plus souvent impliquées dans les diarrhées du sevrage (244).
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En 2012, une étude montra que I'administration d’un phage lytique pulvérisé sur
I’aliment permet aux porcs une meilleure résistance a I'infection a la suite d’une inoculation
par voie orale. Les épisodes diarrhéiques se révélerent moins séveres et moins longs. L'usage
des bactériophages par pulvérisation sur I'alimentation apparaitrait donc comme un moyen
permettant une administration a grande échelle du traitement (245). Les recherches sur les
phages sont aujourd’hui complémentées par le séquencage complet du génome de virus
infectant des ETEC afin de caractériser leur potentiel lytique ou bien leur capacité de lysogénie
(246).

2- INFECTIONS PAR SALMONELLA SPP.

L'importance et I'expression clinique des Salmonella au sein de I'élevage porcin a
considérablement changé au cours des 60 dernieres années. Dans les années 1960, les
épidémies causées par Salmonella enterica Cholerasuis présentaient une forte mortalité et
morbidité a tel point que la maladie pouvait étre confondue avec la peste porcine classique.
L’évolution des méthodes et des conditions d’élevage ont rendu ces épisodes tres rares et
aujourd’hui l'infection par les différents serovars de S. enterica est majoritairement
subclinique. Toutefois, les Salmonella peuvent étre responsables de septicémies chez les
porcelets de moins de 4 mois, d’entérites aigués chez les adultes ou d’entérites chroniques.
L'expression aigué de I'affection représente un co(t non négligeable pour I'éleveur du fait des
soins vétérinaires et de la mortalité induite mais une infection subclinique présente aussi une
importance économique. En effet, en cas d’infection subclinique, les parametres
zootechniques tels que le gain moyen quotidien et I'indice de consommation sont moins bons.
De plus, les Salmonella sont des bactéries zoonotiques d’importance majeure puisqu’elles
sont responsables de toxi-infections alimentaires. Les animaux en sont réservoirs et les porcs
infectés a la ferme sont une source de contamination de la chaine et des autres carcasses dans
les abattoirs (247). La maitrise des Salmonella présente donc le double objectif de protéger
les animaux et de réduire le risque zoonotique. Il faut souligner I'existence de résistances aux
antibiotiques chez les salmonelles et notamment aux sulfamides, au chloramphénicol ou aux
aminopénicillines (248).

Plusieurs études ont considéré 'usage de la phagothérapie pour empécher I'infection
des porcs par les salmonelles ou pour réduire leur contamination. En 2000, Harris et al
utilisérent un cocktail composé de 26 phages spécifiques des Salmonella pour empécher la
dissémination de S. Typhimurium. Des porcelets de trois semaines étaient infectés
expérimentalement avec la bactérie par voie intranasale. lls mesurérent les quantités de
salmonelles trois heures apres infection dans les tonsilles, le foie, la rate les nceuds
lymphatiques et le caecum. Cette étude montra que les salmonelles peuvent diffuser
rapidement chez les porcelets et étre retrouvées dans la plupart des organes quelques heures
apres pénétration dans I'organisme. Dans ce cas, |'utilisation du cocktail de phage ne permit
pas une réduction significative de la contamination des porcelets. Toutefois, les auteurs



caractériserent un phage, le phage Felix 01, qu’ils estimerent pouvoir étre utile pour lutter
contre les salmonelles du porc. lls réitérerent donc leur protocole avec ce phage et parvinrent
a réduire significativement les comptages bactériens des échantillons prélevés sur les
amygdales et dans le caecum sans toutefois éliminer totalement les bactéries (249). L'année
suivante, I'’étude du phage Felix O1 fut poursuivie. De nouveau, des porcelets de 3 semaines
étaient infectés avec S. Typhimurium par voie intranasale. Trois heures apres, les porcelets
subissaient une injection intramusculaire de 2.10'° PFU.mL! de Félix O1 associée a une prise
per os. Les porcelets étaient sacrifiés et les salmonelles, présentes dans les différents tissus,
guantifiées. Une fois encore, Salmonella Typhimurium se propageait en quelques heures aux
divers tissus de I'organisme des porcelets. Ce phénomene peut étre responsable d’une
contamination massive de la carcasse, notamment avant le passage a I'abattoir, justifiant la
recherche de mesures de contrdéle. L'administration de la solution de virus permit une
réduction significative du nombre de Salmonella au niveau des principaux sites de portage,
dont le caecum et les amygdales, sans élimination totale du portage bactérien (250). Les
travaux de Harris et al montrent donc que la contamination massive des porcs par Salmonella
peut étre rapide, les bactéries disséminant dans les organes en quelques heures. lls illustrent
aussi que l'action des produits a base de bactériophages est variable selon leur composition.
L’utilisation du phage Felix O1 pour maitriser la contamination des porcs avant leur passage a
I’abattoir pourrait étre un moyen de réduire les risques de zoonose d’origine alimentaire.

En 2010, Wall et al évaluérent l'utilité de la phagothérapie pour limiter la
contamination des porcs par les Salmonella avant leur passage a |'abattoir. lls créérent un
cocktail a partir de 14 phages isolés dans des eaux usés et de Félix O1. Des porcelets de trois
semaines étaient inoculés avec Salmonella Typhimurium et recevaient simultanément le
cocktail ou un placébo. Six heures aprés l'inoculation, les porcs étaient euthanasiés. Le
comptage bactérien des Salmonella trouvées au niveau de I'iléon et au niveau des amygdales
était inférieur chez les porcs traités. La réduction du nombre de Salmonella s’élevait a 99 % au
niveau de l'iléon et a 99.9% au niveau des amygdales. Toutefois, aucune comparaison
statistique de ces résultats n’a été réalisée. Apres les premiers résultats encourageants de ce
premier essai, Wall et al infectérent expérimentalement quatre porcs adultes qu’ils laisserent
48h dans un enclos. Ils placérent alors 16 autres porcs dans cet enclos sans qu’il n’ait été
nettoyé entre temps. Parmi ces porcs, la moitié recut trois fois le cocktail, toutes les deux
heures pendant six heures, tandis que les autres recurent un placebo. Le but était ici de
déterminer sile traitement pouvait protéger les porcs d’'une contamination environnementale
similaire a celle qui peut arriver lors du transport des porcs vers I'abattoir ou lors de leur
attente en porcherie avant 'abattage. Les préléevements réalisés dans le lisier présent avant
introduction des 16 porcs naifs montrerent I'excrétion des salmonelles dans le milieu. La
phagothérapie permit une réduction significative du nombre de salmonelles dans le caecum
de 95%. Au niveau de l'iléon, la différence n’est pas significative. Cette étude est la premiere
menée sur des porcs préts a étre abattus. La phagothérapie apparait ici comme un moyen de
réduire la contamination des porcs par Salmonella méme si les résultats sont moins
satisfaisants chez les porcs que chez les porcelets. Les auteurs s’orientent vers une différence
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de la flore et de la physiologie des tubes digestifs pour expliquer ce phénomene. Cette étude
laisse toutefois plusieurs points a élucider comme la possibilité d’utiliser un tel cocktail par
I'intermédiaire de I'alimentation ou de I’eau de boisson ou la conservation de son activité sur
une période de traitement plus longue (251). Répondant partiellement a ces interrogations,
une équipe étudia I'administration de cocktails de phages par I'alimentation. Pour ce faire, un
groupe de porc était nourri avec une alimentation contenant des phages a la dose de 5.10'!
PFU par jour pendant 5 jours. Le 5™ jour de I'étude tous les porcs inclus furent inoculés avec
5.10° CFU de Salmonella Typhimurium. Un second groupe de porcs recevait alors le cocktail
de phage par voie orale en trois administrations espacées de 2 heures chacune. Le troisiéme
groupe de porcs ne recevait que des placébos tout au long de I'étude. Les numérations de
salmonelles au niveau de I'iléon étaient significativement plus faibles dans les deux groupes
traités avec des phages que dans le groupe témoin. De plus, un pourcentage plus important
des porcs ne présentait pas de salmonelles détectables au niveau de l'iléon dans ces deux
groupes. Les porcs ayant recu les phages par I'alimentation avaient aussi une quantité
significativement moins importante de salmonelles au niveau du caecum. Cette étude montre
gu’administrer les phages a travers |'alimentation est aussi efficace que par gavage et qu’elle
permet une réduction du portage de Salmonella lorsque les porcs s’infectent dans un systéme
mimant une contamination lors du transport des animaux. Une fois encore, aucun traitement
n’a permis une élimination compléte de I'excrétion des Salmonella. Ces résultats demeurent
encourageants et montrent qu’une administration de la phagothérapie avec I'aliment semble
possible (252). Un autre groupe de travail parvint a obtenir une réduction significative du
portage de Salmonella au niveau du rectum par I'administration d’'un cocktail de deux
bactériophages, isolés a partir de féces de porcs, a raison de deux gavages a 24h et 48h post-
inoculation par des salmonelles (253). En 2014, Albino et al isolérent six bactériophages a
partir de feces et en évaluerent la spécificité contre plusieurs sérovars de Salmonella enterica
subsp enterica, dont Typhimurium et Choleraesuis. lls créérent un cocktail a partir de ces
phages qu’ils administrerent a différentes concentrations a 5 groupes de porcs ayant
préalablement été infectés par Salmonella Typhimurium. Le premier des groupes ne recevait
pas de phages tandis que le dernier les recevait a la concentration de 10° PFU/mL. Les porcs
étaient mis a jeun pendant 18 heures pour simuler les conditions pré-abattage puis étaient
euthanasiés. Si les auteurs observerent une réduction moyenne des comptages de Salmonella
au niveau du réservoir iléal et du réservoir caecal, les résultats n’étaient pas significatifs. Ils
noterent cependant qu’aprés la mise en place du traitement par phagothérapie, seuls 17
porcs, sur les 30 ayant été inoculés, présentaient des Salmonella détectables alors qu’avant la
mise en place du traitement ils étaient 28 a en excréter. D’apres les chercheurs, la plupart des
échantillons sans salmonelles détectables étaient issus des porcs traités avec les plus fortes
concentrations de phages soit 107 et 10° PFU/mL. L’analyse statistique de cette observation
n’est toutefois pas significative (254). Enfin en 2018, Seo et al évaluérent |'effet de quatre
cocktails de bactériophages lytiques a large spectre chez des porcs sevrés. Les cocktails étaient
élaborés a partir de 13 virus isolés dans des fermes coréennes et furent d’abord testés sur 141
souches de Salmonella. Deux de ces cocktails parvenaient a lyser toutes les souches de



références et 99 des 107 souches bactériennes isolées a partir des fermes, soit 92,5%. lls

utilisérent donc un de ces cocktails et 'administrérent, a raison de 5.10° PFU, a 10 porcelets

de 4 semaines chaque jour du début de I'étude jusqu’a sa fin. Une semaine apres le début de

ce traitement, 5 de ces porcelets et 5 porcelets témoins recurent 10.102 CFU de Salmonella

Typhimurium. L'expérience comprenait donc trois groupes de 5 porcelets : un groupe témoin

infecté par Salmonella, un groupe témoin traité par les phages mais non infecté par

Salmonella et un groupe recevant des bactériophages et ayant été inoculé avec Salmonella. A

partir de trois jours post infection, le groupe inoculé et traité par les bactériophages montrait

une décroissance du portage de Salmonella et aucun portage n’était détecté a partir de 7

jours. Dans le groupe n’ayant pas été traité mais seulement inoculé, une décroissance était

aussi observée mais a partir du jour 6, la quantité de Salmonella excrétée augmentait. Pour

les auteurs, le cocktail de bactériophages créé avait donc une action protectrice (255). Les

principaux éléments de ces études sont résumés dans le tableau VI.

Tableau VI — Principales études a propos de la phagothérapie ciblant Salmonella spp

chez les porcs

Phagothérapie e

t Salmonella spp chez les porcins

Référence Harris et al (249) {Harris etal (250) -| Wall etal (251) - | Saezetal (252) - Callaway etal |Albinoetal (254)-| Seoetal (255)- |Desireeetal (256)
2000 2001 2010 2011 (253) - 2011 2014 2018 2021
Type d'étude In vivo In vivo In vivo In vivo In vivo In vitro etin vivo | In vitro et in vivo Méta-analyse
Bactérie(s) Salmonella Salmonella Salmonella Salmonella Salmonella Salmonella 141 souches de Salmonella spp
ciblée(s) Typhimurium Typhimurium Typhimurium Typhimurium Typhimurium Typhimurium Salmonella spp
Cocktail de 26 . . .
Phage(s) phages puis phage| phageFélix 01 Cocktails de 15 Cocktail de 14 Cocktail de deux Cocktail de six Qulaltr? COCk,ta”S
h I . phages dont Félix phages L. L. créés a partir de
utilisé(s) Fell)f 91 (Myoviridae) o1 microencapsulés bactériophages bactériophages 13 phages
(Myoviridae)
Caractérisation Lytiques Lytique Lytiques Lytiques Lytiques Lytiques Lytiques

Animaux et
groupes formés

Porcelets de
quatre semaines.
Groupes de trois
animaux dans la

premiére
expérience, puis de

5 animaux

Porcelets de
quatre semaines.

Porcelets de trois
a quatre semaines
puis porcs adultes

63 porcelets
divisés en trois
groupes sur trois
essais

48 porcs sevrés
répartis en un
groupe traité et un
groupe témoin

30 porcs de 100kg
répartis en 5
groupes de 6 porcs

Trois groupes de
cing procelets de
quatre semaines

576 observations

Protocole
expérimental

Challenge
intranasal par
Salmonella
Typhimurium.
Comparaison de
I'infection des
tissus par la
bactérie selon voie
d'administration
d'un cocktail de

Challenge
intranasal par
Salmonella
Typhimurium. Puis
trois heures apres
challenge,
administration
oraleetIMdu
phage Félix O1 ou
d'un témoin. Six
heures plus tard,

Infection
expérimentale des
porcelets et
administration
cocktail ou
placébo. Infection
de porcs laissés
48h dans un
enclos. Ensuite,
des porcs naifs
sontintroduits et

Administration du
cocktail a travers
I'alimentation sur
cing jours avant
challenge
bactérien ou
gavage trois fois a
deux heures
d'intervalle aprés
challenge
bactérien.

Inoculation de
Salmonella
Typhimurium par
gavage.
Administration du
cocktail de phages
a 24h et 48h.
Sacrifice des porcs
et comptages
bactériens du

Analyse in vitro du
spectre des
phages. In vivo,
inoculation par
gavage de
Salmonella
Typhimurium
pendant 2 jours.
Au troisieme jour :
administration des
phages per os puis

Etude du spectre
d'héte des
cocktails. Puis
administration
d'un des cocktails
a un groupe test et
a un groupe
témoin. Une
semaine aprés
début de
I'expérience,

Analyse

systématique et
méta-analyse des

expériences

précédentes

concernant
Salmonella etla

phagothérapie

chez les porcins

phages ou du e regoivent le Troisiéme groupe | contenu caecal et R inoculation d'un
. sacrifice des ) mise a jeun pour L
phage Félix O1 orcelets cocktail ou un ne recevant que rectal. 18h groupe témoin et
P placébo des placébos du groupe test
R Réduction de 99% P
Contamination del Numérations
. . ela S
rapide des tissus. L iléales de ) R Lyse de 92,5% des L,
. . contamination de Réduction Porcs traités
Pas de réduction o e salmonelles N souches de o
e Contamination I'iléon et des e quantitative du L statistiquement
de significative de ) ) significativement o salmonella isolées
. rapide des tissus amygdales des R Diminution nombres de porcs K porteurs de plus
la contamination plus faibles dans o depuis des fermes. )
. par Salmonella porcelets. . significativedu | porteurs dans les . . faibles
avec le cocktail. A i , K les groupes traités. " A partir de trois K
. . Typhimurium. Réduction dela nombre de groupes traités A concentrations en
. Réduction ) . . Salmonelles .. jours post-
Résultats L Réduction contamination bactéries au aux plus fortes X . Salmonella que les
significative des o Lo caecales . A infection, le L,
significative dela d'origine R niveau du rectum. | concentrations " porcs témoins.
comptages significativement groupe traité

bactériens au
niveau des
amygdales etdu
caecumavec le
phage Félix 01

contamination des
tonsiles et du
caecum.

environnementale
des porcs traités,
significative dans
le caecum, non
significative dans
I'iléon

moins nombreuses
pour le groupe
ayantregu les
phages dans
I'aliment

Autres résultats
non significatifs.

mais absence de
résultats
significatifs
statistiquement

présentait une

décroissance du
portage de
salmonelles

Réductions les
plus importantes
deux a qutre jours
apres le traitement




A partir de I'ensemble de ces travaux, la phagothérapie semble apparaitre comme un
moyen alternatif a I'usage des antibiotiques pour maitriser le portage de salmonelles en
élevage porcin. Plus particulierement, ces études se sont principalement intéressées a la
contamination rapide des porcs au moment du transport et de I'attente avant I'abattage.
Quelques heures suffisent pour que les salmonelles diffusent dans la plupart des organes de
I’'animal (249, 250). Plusieurs de ces études semblent montrer une réduction du portage des
salmonelles dans divers compartiments gastriques ou au niveau des amygdales mais les
résultats ne sont pas toujours significatifs (250—255). Les principaux traits que nous pouvons
tirer de ces études sont résumés dans le tableau VII.

Tableau VII — Bactériophages et portage de Salmonella chez les porcins

Caractere étudié

Réduction du portage bactérien chez les

let Possible, peut atteindre une réduction supérieur a 90%
porcelets

Réducation du portage chez les porcs

Possible mais moindre que chez les porcelets

adultes
Réduction la plus intense 48 aprés administration des phages
Persistance de la réduction Temporaire
Elimination du portage Trés rarement atteinte

Réducation de la contamination par

lenvi " Permise par administration des phages lors de |'exposition
environnemen

Administration par |'aliment Possible (mais doit étre vérifiée expérimentalement au préalable)

©

Finalement, une méta-analyse publiée en 2021 compile les données de la plupart des
études citées ci-dessus et tente de déterminer si les phages sont une option potentiellement
viable. Préalablement, les chercheurs ont analysé les données compilées afin de déterminer
si des biais de publication pourraient fausser leur méta-analyse. Cing-cent-soixante-seize
observations ont finalement été retenues. Les porcs traités avec les phages sont
statistiquement porteurs de plus faibles concentrations de bactéries que les porcs non traités.
Ces résultats sont valables que les échantillons soient collectés 24 heures ou entre 48 et 96
heures apres la premiére administration de phages. Les chercheurs notent toutefois une
certaine variabilité dans la réduction. Il apparait alors que les réductions les plus importantes
sont observées dans les deux a quatre jours apres le traitement. De plus, ce traitement
apparait aussi plus efficace chez les porcelets plutot que chez des porcs plus agés. Cette étude,
qui est une des rares méta-analyses centrée sur la phagothérapie, qui plus est chez les
animaux, affirme que I'utilisation de bactériophages pourrait étre une alternative a l'usage
des antibiotiques chez les porcs. Elle met en avant le fait que la réduction du portage bactérien
est plus marquée a partir de 48 heures apres le traitement et que de multiples applications de
virus semblent avoir une meilleure efficacité. Ces données pourraient étre utilisées afin de
déterminer le moment d’utilisation optimal de la phagothérapie pour diminuer les risques
associés aux salmonelles (256).




3- COMPLEXE DE LA RHINITE ATROPHIQUE PORCINE

La rhinite atrophique porcine est une atteinte des voies respiratoires supérieures
touchant particulierement les élevages de jeunes porcs. Elle est causée par I'association de
deux bactéries : Bordetella bronchiseptica et Pasteurella multocida. Cette maladie est
caractérisée par une atrophie des cornets nasaux entrainant une déformation caractéristique
du groin. Les porcelets atteints souffrent aussi de retards de croissance et sont plus a risques
de développer une pneumonie enzootique ce qui induit des pertes économiques parfois
importantes. La pathogénie de cette maladie est complexe mais implique, la plupart du temps,
une premiere infection par B. bronchiseptica qui adhére a |'épithélium respiratoire. La bactérie
libére une toxine créant alors des lésions modérées des cornets nasaux. La rhinite atrophique
est, a ce stade, qualifiée comme « non-progressive ». L’altération de I'épithélium respiratoire
favorise les surinfections par Pasteurella multocida. Si ces souches de P. multocida sont
toxinogenes, ces-dernieres sécrétent une toxine dite dermonécrotique qui aggrave les lésions
des cornets. La rhinite est alors qualifiée comme « rhinite atrophique progressive ». Les
toxines augmentent la résorption ostéoclastique et diminuent la synthese ostéoblastique. Des
|ésions irréversibles se mettent alors en place en quelques jours (257-259). Ces lésions sont
présentées sur les figures 10a et 10b. Certains auteurs ont donc considéré l'usage de la
phagothérapie pour lutter contre ces bactéries et principalement contre Bordetella
bronchiseptica. L'importance de B. bronchiseptica ne se limite pas a la médecine porcine car
cette bactérie est aussi impliquée dans des affections telles que le complexe de la toux de
chenil du chien ou le syndrome coryza du chat. De son c6té, Pasteurella multocida est une
bactérie pouvant étre en cause dans de multiples infections chez les animaux de compagnie,
les animaux de rente ou I'’homme (260).

En 2017, les 29 premiers bactériophages lysant Bordetella bronchiseptica ont été isolés a
partir d’échantillons d’eau. Les échantillons provenaient de plusieurs régions du monde
incluant la Serbie, la Hongrie, la Suisse et I'Egypte. Sur 12 souches de Bordetella testées, seules
5 étaient lysées par les phages. De plus, tous les phages avaient des spectres étroits se limitant
a quelques souches précises. Les chercheurs caractériserent aussi I’endolysine produite par
ces phages pour potentiellement s’en servir comme « enzybiotique ». Toutefois, un potentiel
phénoméne lysogénique ne put étre exclu (260). Il faut retenir de cette étude la présence de
phages ciblant Bordetella dans I’environnement. En 2019, une autre équipe parvint a isoler et
caractériser un bactériophage lytique de la famille des Caudoviridae a partir d’eaux usées de
porcherie. Sur 19 souches de B. bronchiseptica, ce virus pouvait en lyser 7. L’étude des colonies
devenues résistantes au phage ne montra pas la présence de genes pouvant étre associés a
un phénomene de lysogénie mais aussi de nombreuses protéines au role inconnu (261). Enfin
en 2020, une équipe isola et caractérisa un phage lytique spécifique de Bordetella
bronchiseptica. Le séquencage complet du génome ne révéla pas la présence de génes codant
des toxines ou impliqués dans des phénomenes de lysogénie. Les chercheurs tentérent
d’évaluer son intérét dans un cadre de phagothérapie. Pour ce faire, ils I'appliquérent in vitro
sur des biofilms et in vivo contre des infections a Bordetella bronchiseptica chez des larves de
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fausse teigne de la cire (Galleria mellonella). Le virus permit une réduction significative des
biofilms en 4 heures, allant jusqu’a une réduction de 75% de la masse et jusqu’a 92% de la
viabilité du biofilm. Une diminution du nombre de cellules bactériennes fut observée au
microscope électronique a balayage. Les cellules restantes présentaient, pour la plupart, une
altération de leur morphologie. Chez les larves, un traitement avec le bactériophage 20
minutes aprées I'inoculation de bactéries réduisait la mortalité. Si, en I’'absence de traitement,
70% des larves mouraient en 24 heures, une survie de plus de 90% des larves était observée
a 96h apreés inoculation lorsque le phage était utilisé. Cette étude est donc parvenue a isoler
un phage lytique capable d’attaquer des bactéries comprises dans des biofilms. Les résultats
de I'expérience in vivo menée sur des larves de Galleria mellonella sont encourageants et font
remarquer une forte réduction de la mortalité. lls appellent donc a des études
complémentaires avant un potentiel usage chez les animaux et en particulier les porcins (262).

En plus du bénéfice purement antibactérien des bactériophages, certaines études
suggerent que ces derniers réduisent aussi I'inflammation, souvent trées marquée lors de
rhinite atrophique progressive. Ainsi, une étude de 2018 mit en évidence le fait que I'infection
par Bordetella bronchiseptica entraine la production d’interleukines pro-inflammatoires par
les cellules des cornets nasaux. Des cytokines IL-1j et IL-6 sont sécrétées des que les cellules
sont en contact avec la bactérie. Or, I'administration de phage modifiait les profils
d’expression des cytokines. La présence du virus inhibe la production des cytokines pro-
inflammatoires citées précédemment par la destruction des bactéries. Le bactériophage
participe donc au retour a un profil cytokinique basal et évite des phénomenes inflammatoires
trop importants (263). L'examen des profils d’expression des ARN montrait que la présence
du bactériophage avant I'infection tendait a réduire I'expression de genes pro-inflammatoires
lorsqu’il y a inoculation de la bactérie. Au contraire, I'infection par Bordetella seule tendait a
augmenter |'expression de ces génes. La présence du virus altere donc les profils d’expression
des ARN, d’ou une modification des cytokines produites ce qui participe a limiter
I'inflammation lorsqu’il y a infection. Le mécanisme intracellulaire menant a de tels résultats
reste néanmoins a élucider (264). Des observations similaires furent réalisées lorsque
I'expérience était effectuée avec Pasteurella multocida et un phage associé. La présence du
virus réduisait significativement, dans ce cas aussi, I'expression des IL-1 et IL-6 et altérait les
profils d’expression des microARN (265).

4- USAGE DES BACTERIOPHAGES EN TANT QUE PROMOTEURS DE CROISSANCE

Nous avons précédemment évoqué le fait que les antibiotiques étaient, jusqu’a
récemment, utilisé en routine dans I'alimentation des porcs a des doses sub-thérapeutiques
pour agir en tant que facteurs de croissance. Cet usage a faibles doses, les molécules étant
ajoutées a I'alimentation, permettait d’améliorer la vitesse de croissance en améliorant le gain
moyen quotidien et d’améliorer la valorisation de I'aliment. De plus, une réduction de la
morbidité, de la mortalité et une amélioration des performances de reproduction étaient aussi



rapportées. Par exemple, 'usage d’antibiotiques peut augmenter de 16,4%, en moyenne, la
vitesse de croissance de porcelets de 7 a 25kg (266).

Depuis l'interdiction totale de l'usage prophylactique des antibiotiques en Union
Européenne effective depuis 2006, d’autres options ont été recherchées comme alternatives.
Nous pouvons évoquer les peptides antimicrobiens, 'usage d’argiles, les huiles essentielles ou
I’oxyde de zinc. Ce-dernier est notamment utilisé pendant les semaines suivant le sevrage afin
de réduire I'incidence des affections digestives et pour augmenter le gain moyen quotidien.
En effet, in vitro, les produits a base de zinc réduisent la croissance des pathogénes intestinaux
mais, en cas de surcharge en zinc, les porcelets peuvent aussi présenter des retards de
croissance (267). Néanmoins, des études récentes remettent en question I'utilisation du zinc
dans l'alimentation des porcs car son effet serait hautement variable et car de fortes
concentrations de zinc peuvent étre libérées dans I’environnement par la valorisation du lisier
en agriculture. De plus, certaines études affirment qu’un apport alimentaire trés riche en zinc
favorise le portage de bactéries multirésistantes aux antibiotiques (268). Les autres
alternatives restent moins développées mais plusieurs chercheurs se sont intéressés a l'usage
de cocktails de bactériophages.

En 2010, Gebru et al comparérent les croissances de 6 groupes de porcelets recevant
chacun un traitement différent. Parmi ces groupes, un recevait un aliment contenant des
bactériophages anti-Salmonella Typhimurium a raison de 3.10° PFU/kg d’aliment. D’autres
groupes recevaient de la chlortétracycline ou des probiotiques. Deux semaines aprés le début
de I’étude les porcs étaient inoculés avec Salmonella Typhimurium et leur état suivi pendant
deux semaines supplémentaires. Apres l'inoculation, la prise alimentaire se révéla
significativement plus élevée dans le groupe traité par les phages que dans le groupe controle
non traité. Avant I'ajout des bactéries, le groupe « phage » ne présentait pas de différence de
GMQ avec le groupe controle tandis que le groupe « tétracycline » présentait un GMQ
significativement plus élevé. Toutefois, a partir de I'inoculation, le GMQ du groupe « phage »
devint significativement plus important que celui du groupe témoin. La valorisation
alimentaire était aussi meilleure dans le groupe traité par les phages a partir de 'inoculation
tout en étant le groupe le moins porteur de bactéries. Cette étude met donc en avant le fait
que, des lors qu’un inoculat bactérien est présent, les performances d’un groupe de porcelets
traités par des bactériophages ne sont pas significativement différentes de celles d’un groupe
traité par une tétracycline. En I'absence de bactéries ciblées par le phage, ses performances
sont toutefois comparables a celles d’un groupe non traité (268). En 2012, Yan et al
comparéerent I'administration de bactériophages ciblant S. Typhimurium, S. Enteritidis et S.
Gallinarum a deux dosages différents et celle d’un antibiotique, I'apramycine. Dans le cadre
de cette étude, menées sur 4 groupes de porcs suivis sur 6 semaines, I'usage de I'antibiotique
ou des phages n’avait pas d’impact sur le GMQ, la prise alimentaire et la valorisation de
I'aliment car aucune différence significative ne put étre observée avec le groupe témoin. Dans
les groupes traités, une meilleure digestibilité de la matiére seche et de I'azote était observée.
Aucune différence statistique entre I'antibiotique et les phages ne fut mise en évidence.
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Les auteurs expliquérent cette absence d’effet des antibiotiques et des phages sur les
performances des animaux grace aux bonnes conditions sanitaires dans lesquelles les
porcelets étaient placés pendant I'étude. Devant I'amélioration de la digestibilité des
nutriments par la phagothérapie, ils n’excluaient pas un usage des phages en tant
gu’alternative aux antibiotiques (269). En 2014, une équipe coréenne compara les
probiotiques et les bactériophages. Le cocktail de bactériophages utilisé était composé par
des virus lysant plusieurs serovars de Salmonella, S. aureus, E. coli et Clostridium perfringens.
Plus la quantité de phages administrés par 'aliment était importante, plus une augmentation
du GMQ et de la prise alimentaire moyenne quotidienne était notable. Si nous comparons les
groupes traités avec des bactériophages a ceux recevant uniquement des probiotiques, les
premiers avaient un GMQ, une prise alimentaire et une valorisation de [Ialiment
significativement meilleurs que les seconds (270). En 2021, les performances de croissance de
porcelets sevrés recevant quotidiennement des phages ont été comparées a celles d’un
groupe témoin recevant des antibiotiques. Trois concentrations de phages étaient étudiées :
200mg/kg, 400mg/kg et 600mg/kg. Le cocktail utilisé comprenait des phages ciblant les
Salmonella, E. coli, Clostridium perfringens et S. aureus. Ainsi, sur 21 jours de suivi, les
chercheurs n’observaient pas de différence significative entre le groupe témoin traité par
antibiotiques et le groupe traité avec 200 mg/kg de bactériophages. En revanche, les groupes
traités avec 400mg/kg et 600 mg/kg présentaient de meilleurs résultats zootechniques avec
une masse corporelle finale plus importante, un GMQ plus élevé, une meilleure prise
alimentaire, une meilleure valorisation de I'aliment et une incidence des diarrhées moindre.
Entre ces deux groupes, aucune différence significative ne put étre observée. Ainsi, les auteurs
en venaient a la conclusion que leur cocktail pourrait étre utilisé comme promoteur de
croissance dont la posologie optimale serait de 400 mg/kg. Les résultats obtenus et leur
comparaison a un traitement antibiotique « classique » soulignent ici le fait que la
phagothérapie peut, dans ce contexte, étre une alternative (271).

En compilant toutes ces études, il faut noter que les résultats sont globalement variables.
L'amélioration des parametres zootechniques est absente dans certaines études, marquée
dans d’autres et parfois conditionnée par la réalisation d’une inoculation de bactéries (268—
271). La variabilité de ces résultats peut, probablement, s’expliquer par les différences entre
les protocoles utilisés, la différence des spectres d’action des cocktails de virus considérés ou
encore |'état sanitaire des élevages dont les porcs sont originaires. Ces éléments
conditionnent I'action du cocktail et, par conséquent, ses retombées zootechniques (272). Les
auteurs de I'étude aux résultats les plus « décevants » considerent eux-mémes la
phagothérapie comme une alternative viable méme si de telles affirmations nécessitent d’étre
confirmées par des preuves scientifiques. De plus, dans le cadre de leur étude, méme
I'antibiothérapie n’a pas présenté pas de différence significative avec un régime alimentaire
témoin (269). Des deux dernieres études citées, il semble qu’un cocktail de bactériophages a
tres large spectre soit nécessaire pour obtenir les résultats les plus marqués quant aux
performances zootechniques des animaux (270, 271). Plusieurs questions demeurent,
notamment l'effet de la phagothérapie sur les performances de reproduction ou si elle



conserve son efficacité sur le long terme. Enfin, il faut aussi déterminer si un usage des
bactériophages pour un tel motif est souhaitable, en particulier si un usage prophylactique
des phages ne risque pas d’entrainer une évolution des populations bactériennes vers une
phagorésistance qui pourrait, a terme, compromettre ['usage thérapeutique des
bactériophages.

©



Points essentiels : La phagothérapie en médecine porcine

La viande de porc compte parmi celles les plus consommeées en France et dans le monde. La filiere
porcine est particulierement concurrentielle. Le réle du vétérinaire s’inscrit donc dans la maitrise
des pathologies de troupeau au sein d’un contexte économique complexe (235).

A partir des années 50-60, I'usage systématique des antibiotiques s’est imposé en élevage porcin
pour réduire la prévalence de maladies, notamment néonatales et au moment du sevrage, et pour
améliorer les performances zootechniques des animaux. Cet usage favorise I'augmentation de la
prévalence des résistances (237-241).

Depuis 2006, I'usage des antibiotiques en tant que promoteurs de croissance est interdit en Union
Européenne. Ces restrictions s’étendent avec, par exemple, une interdiction similaire adoptée en
2020 en Chine. Cela motive la recherche d’alternatives aux antibiotiques (236-238).

Les principales recherches citées ci-dessus se sont concentrées sur la maitrise de certains
pathogénes d’intérét tels que : Escherichia coli, les bactéries du genre Salmonella et Bordetella
bronchiseptica. A cela s’ajoute les études quant a un effet de promoteur de croissance.
Escherichia coli est un agent majeur de diarrhées chez les porcelets, notamment au sevrage (240).
Comme concernant l'usage de la phagothérapie chez les bovins, les études de Smith et Huggins
sont fondamentales et montrent une protection des porcelets par les phages (216). Leurs limites
résident dans I'absence de caractérisation des phages et dans leur application a des nouveau-nés
dont la protection est aujourd’hui surtout assurée par la vaccination (242).

Plusieurs bactériophages ciblant les Escherichia coli du porc ont été caractérisés et isolés. Leur
application de maniére prophylactique ou thérapeutique semble permettre une réduction de Ia
durée et de la sévérité des diarrhées tout en limitant les conséquences sur la croissance des
porcelets (243-246).

L'importance du genre Salmonella a considérablement changé mais ces bactéries peuvent toujours
étre responsables d’affections graves chez les jeunes et sont associées a des zoonoses d’origine
alimentaire (247).

Quelques heures apres le début de l'infection suffisent pour que les Salmonella contaminent Ila
plupart des tissus de I'animal ce qui représente un risque, en particulier avant I'abattage (249).
Une méta-analyse publiée en 2021 compile la plupart des résultats concernant le traitement des
Salmonella chez le porc et conclut que la phagothérapie est une alternative possible aux
antibiotiques. La diminution du portage est la plus marquée deux a quatre jours apres
I’administration des virus. La thérapie serait plus efficace chez les porcelets (256). Il convient de
noter qu’il s’agit d’une des tres rares méta-analyses concernant la phagothérapie animale.
L’administration des phages par I'alimentation des porcs est possible (245,252).

Les résultats concernant un usage en tant que promoteur de croissance sont variables mais la
plupart s’accordent pour dire que les phages seraient une alternative aux antibiotiques.
Néanmoins, il semble que I'usage d’un cocktail a large spectre soit nécessaire pour obtenir les
meilleurs résultats (261-263)

L'usage massif et sur le long terme de ces cocktails n’est pas étudié. Les questions concernant le
maintien de I'efficacité et de I'apparition ou non de résistances demeurent non élucidées.
L'association de Bordetella bronchiseptica et Pasteurella multocida peut entrainer des atrophies
des cornets nasaux (264-266). Récemment plusieurs phages ciblant Bordetella bronchiseptica ont
été isolés et caractérisés. Des études de laboratoire semblent montrer un potentiel thérapeutique
a certains d’entre eux (267-269).

Les phages ciblant Bordetella bronchiseptica ou Pasteurella multocida induisent une modification
du profil d’expression des microARNs ce qui réduit la sécrétion de facteurs de I'inflammation. Les
mécanismes précis et intracellulaires sont encore a découvrir (270-272).
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D- LA PHAGOTHERAPIE CHEZ LES VOLAILLES

L'aviculture concerne plusieurs espéces animales regroupant principalement des
gallinacés et des anatidés. Parmi eux, il est notamment possible de citer le poulet Gallus gallus,
la dinde Meleagris gallopavo ou la pintade Numida meleagris. Les produits finaux de ces
filieres sont nombreux, les animaux pouvant étre élevés pour leur chair, leurs ceufs, leurs
plumes ou encore pour leur intérét cynégétique. En France, d’aprés le ministére de
I’agriculture, plus de 155 millions de volailles de chair et de 48 millions de poules pondeuses
sont recensées (189). Les modalités d’élevage sont, elles aussi, trés diverses pouvant étre en
plein air ou en claustration.

Comme I'élevage porcin, I'aviculture reposait massivement sur |'emploi des
antibiotiques de maniere prophylactique ou en tant que promoteurs de croissance. Ainsi, le
rapport de la commission interministérielle et interprofessionnelle sur I'alimentation animale
de 1999 estimait que 96% des dindons, 68% des poulets de chair, 81% des pintades et 20%
des poules pondeuses recevaient une alimentation supplémentée en antibiotiques. Il faut
aussi noter que parmi les poulets de chair, tous les aliments pour poulets dit « standards »
étaient supplémentés alors que ce n’est pas le cas pour ceux associés a un label (237). Encore
une fois, I'augmentation de la prévalence des phénotypes antibiorésistants impose la
recherche de solutions alternatives, et ce d’autant plus depuis que I’'Union Européenne, les
Etats-Unis ou la Chine ont légiféré afin de restreindre la quantité d’antibiotiques utilisés dans
cette filiere (238).

Parmi les bactéries problématiques en élevage avicole, nous pouvons notamment citer
les Salmonella, Campylobacter, E. coli ou encore les clostridies (273). Tous ces pathogénes
sont responsables d’affections cliniques ou sub-cliniques chez les volailles mais sont aussi des
menaces pour la santé publique. Le rapport publié en 2021 par I'European Food Safety
Authority (EFSA) met en évidence que la campylobactériose et la salmonellose sont,
respectivement, la premiére et la deuxieme zoonose les plus signalées dans les 36 pays
d’Europe concernés par I'étude. Ces bactéries sont notamment retrouvées sur les carcasses
de poulet prét a cuire et présentent, pour certaines, des hauts niveaux de prévalence
d’antibiorésistance (274, 275).

L'idée d’utiliser la phagothérapie chez les volailles n’est pas récente. En effet, dés sa
découverte des bactériophages, Felix d’Hérelle les utilisa chez des poulets pour tenter de les
guérir de la typhose (273). Nous étudierons donc dans cette partie I'usage des bactériophages
pour lutter contre les Campylobacter, E. coli, Salmonella spp et les autres bactéries d’intérét
en élevage avicole. Nous évoquerons aussi leur potentiel usage afin d’améliorer les
performances des animaux.
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1- INFECTIONS PAR SALMONELLA SPP.

Les volailles peuvent étre infectées par différents biovars et serovars de Salmonella
résultants en différentes pathologies aux conséquences parfois importantes pour I'’économie
agricole et pour la santé publique. Cet état de fait a donc été traduit réglementairement, avant
I'instauration de la loi « Santé Animale », a travers 'arrété du 29 juillet 2013 « relatif a la
définition des dangers sanitaires de premiére et deuxiéme catégorie pour les espeéces
animales » catégorisant la salmonellose aviaire a Salmonella Typhimurium, Enteritidis et
Kentucky chez Gallus gallus et Meleagris gallopavo comme danger sanitaire de premiere
catégorie. La typhose et la pullorose, respectivement causées par le biovar Gallinarum de
Salmonella Gallinarum et par le biovar Pullorum de Salmonella Gallinarum, sont catégorisées
comme dangers sanitaires de deuxiéme catégorie (276). Les infections par Salmonella
Gallinarum sont trés spécifiques de leur hoéte. La pullorose une maladie septicémique
touchant les poussins et dindonneaux pouvant conduire a de la mort dans I'ceuf ou aprés
éclosion. Elle est souvent associée a une diarrhée blanchatre et une trés haute mortalité. Sa
gravité est moindre chez les animaux plus agés mais peut entrainer une baisse des
performances. La typhose ou « fowl typhoid » est une maladie septicémique affectant des
volailles adultes. L'importance de ces deux maladies est principalement économique
puisqu’elles n’ont pas de conséquence sur la santé publique (277, 278). Au contraire de la
pullorose et de la typhose, la maitrise des infections des volailles par les autres serovar est
principalement associée a un objectif de sécurité sanitaire des aliments. Ces serovars ne sont
pas spécifique d’une espéece animale et peuvent donc étre transmis a I’homme. Ces infections
sont fréquentes mais ne causent que rarement des symptomes chez les animaux, a I'exception
des jeunes poussins. Chez les adultes, il s’agit le plus souvent d’une infection asymptomatique
avec un portage permanent au niveau des organes et du tube digestif avec, a terme, une
contamination des carcasses et/ou des ceufs (277, 278). Or, comme nous l'avons évoqué
précédemment, la salmonellose est la deuxieme maladie zoonotique la plus signalée en
Europe ce qui justifie I'élimination des troupeaux reconnus infectés (274). De plus, la
prévalence de I'antibiorésistance chez ces bactéries est importante. Le rapport publié en 2021
par 'EFSA révele que 57.3% des salmonelles isolées sur des carcasses de dindes et 35.5% des
salmonelles isolées sur des carcasses de poulets sont résistantes a la tétracycline. De méme,
la prévalence des résistances a lI'ampicilline et au sulfamethoxazole s’échelonnent de
« modérée a élevée » (275). Eviter I'introduction de salmonelles au sein d’une population
aviaire nécessite un haut niveau de biosécurité associé a une maitrise des nuisibles, tels que
les rongeurs ou les pigeons, et de I'alimentation et passe par de bonnes pratiques d’élevage.

L'usage de la phagothérapie contre les infections par les salmonelles chez les volailles
pourrait donc tenter de concilier un objectif économique et un double objectif de santé
publique avec la maitrise du risque zoonotique et du risque associé a I'antibiorésistance.

Aprés les premiers travaux précurseurs de d’Hérelle, Pyle tenta en 1926 d’évaluer
I'intérét des bactériophages dans la lutte contre la pullorose aviaire. En appliquant les
méthodes de d’Hérelle, il parvint a isoler 5 souches de bactériophages a partir des fientes de



poulets. Chaque virus fut capable de lyser la souche de Salmonella Pullorum étudiée mais
seuls deux avaient une activité lytique considérée comme suffisante pour étre employés en
thérapie. In vitro, les résultats de ces deux phages étaient encourageants. In vivo, les résultats
se révélerent décevants, les virus ne permettant pas de diminuer significativement la
mortalité ni I'importance des signes cliniques. Des résultats similaires furent obtenus que la
solution ait été administrée par voie orale ou par voie sous-cutanée (279).

Dans les années 1950, Taylor et Silliker s’intéressérent a 'usage des bactériophages
pour augmenter la quantité d’ceufs arrivant a éclore en limitant I'effet de I'infection par les
salmonelles. Pour instiller leur bactériophage au sein de I'ceuf, ils envisagérent deux méthodes
distinctes : I’emploi d’une seringue hypodermique ou permettre la pénétration du virus dans
I'oeuf grace a une chambre a pression permettant au virus de passer a travers les pores de la
coquille. Grace a leur méthode, ils obtinrent des pourcentages d’éclosion supérieurs a 70%
lorsque les ceufs étaient infectés par Salmonella et traités avec des virus. Ces pourcentages
n’étaient pas significativement différents de ceux des ceufs témoins. En revanche, les ceufs
infectés mais non traités présentaient un pourcentage de fertilité inférieur a 45% (280). Leur
étude laisse aujourd’hui encore en suspens la question de I'applicabilité de telles mesures en
pratique agricole courante. Malgré ces résultats encourageants pré-éclosion, I'immense
majorité des études parues dans les années suivantes s’est consacrée a |'application des
bactériophages sur des poussins ou des animaux adultes.

Le principal axe des études est donc, outre la maitrise de la mortalité associée a
I'infection, la réduction du portage de Salmonella au niveau des intestins et des organes afin
de réduire le risque zoonotique. En 1991, Berchieri et al parvinrent a montrer que certains des
phages qu’ils avaient sélectionnés étaient capables de réduire significativement la mortalité
associée a l'inoculation de Salmonella Typhimurium chez des poussins fraichement éclos. Pour
obtenir des réductions de mortalité, les préparations devaient toutefois présenter une
concentration suffisamment élevée en particules virales, ici supérieure a 10'°PFU/mL. De plus,
des poussins non inoculés avec des phages pouvaient eux-aussi en excréter, montrant une
« contamination » par les phages via I’environnement. Toutefois, s’ils réussirent a obtenir une
réduction des comptages bactériens dans le tube digestif avec I'administration de phage, elle
ne se révéla que de courte durée, les différences disparaissant dans les 24 heures suivant
I'inoculation (281). Se basant sur I’étude de Berchieri et al, Sklar et al tentérent de réduire le
portage caecal de Salmonella Enteritidis grace aux bactériophages. lls isolérent pour cela
plusieurs phages a partir de litiere de poulailler, d’eaux usées et des effluents de ferme et
firent ensuite cinqg essais cliniques sur des poussins venant d’éclore. Au cours de ces cing
essais, les animaux furent divisés en trois groupes avec un groupe témoin ne recevant ni
bactérie ni phage, un groupe témoin recevant l'inoculat bactérien et un groupe étant inoculé
puis traité. Peu de différences significatives furent mises en évidence au cours de cette étude.
Une diminution significative des comptages caecaux en salmonelles était observée dans le
guatriéme essai durant lequel les animaux recevaient des phages pendant les 14 jours de
I’étude. Toutefois, la réduction quantitative du nombre de bactéries demeura faible. Les
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auteurs estimerent que ceci pourrait étre lié aux conditions présentes dans le tube digestif
des oiseaux qui ne seraient pas nécessairement favorables aux rencontres entre les phages et
les bactéries (282). Quatre ans plus tard, Fiorentin et al eurent des résultats plus
encourageants. A partir de phages isolés chez des poulets, ils construisirent un cocktail de
trois virus qu’ils administraient a une dose de 10! PFU de chaque phage a des poussins de 7
jours ayant préalablement été inoculés avec Salmonella Enteritidis. Cinq jours aprées le
traitement, les comptages caecaux des poulets traités présentaient une diminution de 3.5
unité logarithmique. Les auteurs, en se référant aux travaux de Sklar et al, conclurent donc
gu’une administration unique d’une forte concentration de phage serait plus efficace pour
réduire le portage qu’une administration d’une concentration moins élevée sur un plus long
terme. Toutefois, au bout des 25 jours d’étude tous les animaux étaient encore porteurs de
salmonelles (283). Apres avoir isolés 232 bactériophages, une équipe britannique en
sélectionna 3 ayant chacun un spectre large pour des souches de Salmonella Typhimurium,
Enteritidis et Hadar. Les auteurs parvinrent a obtenir une réduction significative du portage
caecal de S. Typhimurium et S. Enteritidis dans les 24h suivant I'administration des phages
correspondants a la dose de 10! PFU/mL. La réduction atteignait au maximum 4.2 unités
logarithmiques pour le serovar Enteritidis et 2.2 unités logarithmiques pour le serovar
Typhimurium. Cette étude suggere donc un usage possible de la phagothérapie juste avant le
passage des volailles a I'abattoir en utilisant donc des solutions de bactériophages a haute
doses (284). Les résultats sont similaires a ceux de I'étude de Fiorentin et al ou une
administration unique de virus a forte concentration permit de réduire significativement et
transitoirement le portage des salmonelles. Il faut toutefois noter que malgré des résultats in
vitro intéressants, le phage ciblant Salmonella Hadar n’a pas montré d’efficacité in vivo,
probablement en lien avec une moins bonne capacité a se répliquer in situ.

De ces quatre études, il apparait donc que la maitrise du portage sain est, a I'instar de
ce que nous avons pu voir chez le porc ou chez les bovins, un axe plus complexe que la prise
en charge d’une pathologie en phase aigué. De plus, il semblerait que, dans le but de réduire
le portage bactérien, une application unique d’un phage a haute concentration soit plus
intéressante qu’une administration sur le long terme mais que cette réduction soit
essentiellement transitoire. Enfin, ces travaux illustrent la nécessité de la caractérisation des
bactériophages dont I'activité in vitro n’est pas toujours le reflet de celle in vivo.

Il est aussi nécessaire de comparer la phagothérapie avec d’autres techniques
envisagées pour la maitrise du risque infectieux. Ces autres techniques sont notamment
I’emploi de prébiotiques, probiotiques ou de la vaccination. Les probiotiques consistent en
'usage de bactéries non-pathogénes afin de coloniser le tube digestif, diminuant par
compétition la niche écologique ou pourraient se développer les salmonelles (285). Une étude
de 2009 compara les bactériophages et les probiotiques pour réduire le portage de
salmonelles. Divisés en cing groupes différents, des poussins pouvaient recevoir soit des
probiotiques a un jour d’age, soit un mélange de trois bactériophages a six jours, soit les deux
traitements, soit aucun traitement. A sept jours, quatre des cinq groupes étaient inoculés avec



des Salmonella Enteritidis dans le but de déterminer si I'infection pouvait étre maitrisée par
les deux types de contre-mesures envisagées. Les résultats des prélévements révélérent une
différence significative entre le groupe recevant les deux produits et celui sans traitement.
Dans le premier cas, 38.7% des poussins étaient infectés tandis que dans le second I'entiereté
de I'effectif était atteinte. Aucune différence statistique ne put étre mise en évidence entre
les deux groupes n’ayant recu qu’un seul des deux traitements mais ils étaient
significativement moins infectés que le groupe témoin tout en demeurant plus atteints que le
groupe ayant recu les deux traitements. Au niveau des comptages bactériens, une numération
de Salmonella Enteritidis significativement moindre au niveau du caecum des animaux ayant
recu les deux traitements par rapport aux animaux non traités était observée. Ainsi, il
semblerait qu’une action synergique existe entre les deux modalités de contréle puisque cette
étude rapporte de meilleurs résultats lorsque le probiotique et les phages sont employés de
concert (285).

Pour mesurer l'intérét de la phagothérapie dans la réduction de l'infection des
poussins a la suite d’une introduction accidentelle de salmonelles, Lim et al utiliserent trois
concentrations d’une solution de bactériophages administrée a des poussins a travers
I"alimentation pour déterminer si cette supplémentation réduit la contamination horizontale
des animaux. lls créerent des groupes de 60 poussins dont 30 étaient inoculés avec Salmonella
Enteritidis et les autres considérés comme poussins contacts. Ces poussins recevaient ensuite
pendant 21 jours des phages a différentes concentrations dans I’aliment ou aucun traitement.
Concernant les comptages bactériens caecaux, les poussins ayant recu un dosage de phages
a 107 et 10° PFU/g présentaient des résultats significativement inférieurs a ceux du groupe
contréle. La contamination horizontale a bien eu lieu puisque les poussins contacts
excrétaient des Salmonella. Cette fois, seuls les poussins contacts du groupe ayant recu des
phages a 10° PFU/g présentaient des comptages significativement inférieurs au groupe
contréle et 70% des poussins contacts n’avaient pas de salmonelles détectables. Enfin,
toujours dans ce groupe, la contamination environnementale était significativement moindre.
L'usage de bactériophages a travers l'alimentation apparait donc comme une mesure
prophylactique participant a réduire en partie les contaminations horizontales a partir d’'une
introduction d’animaux atteints. Il faut toutefois noter ici que seules les concentrations les
plus importantes ont permis une différence significative avec le groupe témoin (286). En 2016,
Ahmadi et al comparérent 'usage thérapeutique et I'usage prophylactique d’une solution de
bactériophages pour limiter la colonisation du tube digestif par Salmonella Enteritidis. Tandis
qu’un usage thérapeutique conduisait a 100% des jeunes cailles étudiées excrétant des
salmonelles 7 jours apres I'inoculation bactérienne, seules 20% en excrétaient apres avoir regu
une prophylaxie a base de virus. Les résultats les plus satisfaisant étaient obtenus lors
d’administration par voie orale (287). Les données concernant les études citées jusqu’ici dans
cette partie sont résumées dans le tableau VIII.

[EEN
(2]



[y
o
(o)}

Tableau VIII — Principales études concernant 'usage de la phagothérapie dans la lutte contre

Salmonella spp en médecine aviaire

4 Berchieri et al Sklar et al (282) - Fiorentin et al Atterbury et al Borieetal (285)- | Limetal (286)- [Ahmadi etal (287)
HOLCTEEE (281) - 1991 2001 (283) - 2005 (284) - 2007 2009 2012 2016
Type d'étude In vivo In vivo In vivo In vivo In vivo in vivo in vivo
Salmonella
Bactérie(s) Salmonella Salmonella Salmonella Typhimurium, Salmonella Salmonella Salmonella
ciblée(s) Typhimurium Enteritidis Enteritidis Hadar et Enteritidis Enteritidis Enteritidis
Enteritidis
Phages Felix O, 3 phages
Phage(s) Phages $AB2 et [P22 hc-2, cPll, cl-7 | Cocktail de trois selectionnés a cocktail de trois Bacteriophage Phage PSE
utilisé(s) $2.2 etisolés depuis virus partir de 232 bactériophages $Clo7 (Siphoviridae )
I'environnement isolés
Caractérisation Lytiques Lytiques Lytiques Lytiques Lytiques Lytique Lytique
AR G Groupes de Groupes de Trois groupes de 324 poulets de 5 gr‘;?sp::uie 33 Groupes de 60
, poussins dgés de | poussins venant | 35 poussins d'un | chair divisés en 3 poussins de un Cailles
groupes formés un a deux jours d'éclore jour groupes nouvellement jour d'age

éclos

Protocole

Etudedela
réduction du
portage bactérien
et de la mortalité.
Inoculation de

5 essais cliniques :
chacun contenant
un témoin positif,
un témoin négatif
et un groupe traité

Infection de 5
poussins a un jour
d'dge dans chaque

groupe.
Contamination des
autres par contact.

3 groupes de
poulets infectés
par un sérotype :

Hadar, Enteritidis
ou Typhimurium.

Comparaison entre
les bactériophages
etles
probiotiques. 1
groupe témoin
positif, un groupe

30 poussins de un
jour inoculés avec
S. Enteritidis puis
mis en contact
avec 30 autres
poussins.
Administration du

Comparaison de
l'usage
prophylactique et
thérapeutique du
bactériophage. Un
usage
prophylactique
étaitici assimilée
aune

L. tal Salmonella par les phages. | Traitementparle Le phage témoin négatif, phage $CJO7 par |administration SID
EXDENLNENSS Typhimurium Différentes cocktail de phages | correspondant est trois groupes I'alimentation a pendant trois
suivie de concentrations et | au septiéme jour administré par infectés et traités différentes jours avantle
I'inoculation du voies devie. Sacrifice de | gavage deux jours | par les phages, le concentration challenge
phagedans les 10 | d'administration |5 oiseaux tous les |apres I'inoculation| probiotiqueoula | selon le groupe bactérien. Le
minutes. sont testées. 5 jours post- bactérienne. combinaison des | pendant 21 jours. groupe
traitement deux Un groupe n'est "thérapeutique"
pas traité. recevaitle
traitement apreés le
challenge
100% de poussins
Transmission du Réduction infectés sans Comptages
bactériophagea Diminution Diminution de 3,5 | significative des traitement. caecaux
des poussins PP unités comptages en S. Nombre de significativement \
significative des N i o . ) N Lors d'usage
contacts. logarithmiques Enteritidis et poussins infectés | plus faibles que le ) .
L comptages X A R o thérapeutique
Diminution des comptages |Typhimurium dans | significativement | groupe témoin A
. caeucaux en L N . . i 100% des cailles
significative de la cing jours aprés |les 3 jours suivant| plus faiblelors de| lorsque le phage N
o, salmonelles ) N \ R excretent des
mortalité lorsque traitement. le traitement l'usage des deux | estadministréa
lorsque les N > salmonelles 7
, le phage 2.2 est . K Toutefois, pas de | lorsque le phage [ modalités :37,8%.| ses plus fortes X N
Résultats AN animaux regoivent el S ) - jours apres le
administréala différence estadministré Pas de différence | concentrations :
) les phages o o challenge. Lors
concentration de significativeau forte significatives entre[ 1079 PFU/gou ,
pendant toute la i . d'usage
10712 PFU/mll, . 9 niveau dela concentration : le groupe 1077 PFU/g. Ala .
, K durée de I'étude o L. prophylactique
Réduction des . contamination des 10712 PFU/ml bactériophages et plus forte
(14 jours). Autres X seules 20% en
comptages . organes et Dans les autres le groupe concentration, N
L. résultats non N e . . exretent.
bactériens de significatifs persistence du cas, absencede | probiotique mais moindre
courte durée ’ portage différence significativement |contamination des

(moins de 24h).

significative.

moins infectés que

le témoin.

poussins contacts

Plusieurs préparations a base de bactériophages sont aujourd’hui en attente
d’approbations par les instances réglementaires pour un usage en filiere avicole. Nous
pouvons notamment citer BAFASAL®, produit en Pologne, ou SalmoFree® produit en Colombie
(278, 288). SalmoFree® est un cocktail de 6 bactériophages et est le premier produit a vocation
commerciale pour lequel une étude a été publiée. Il s’agit de la premiére étude a large échelle,
puisqu’elle comprenait, au total, prés de 35 000 poulets. Les auteurs travaillaient au sein d’un
élevage avicole ayant, dans les 2 cycles de production précédents, présentés des détections
de salmonelles. Les poulets traités recevaient SalmoFree® a travers I'eau de boisson a 18 jours,
a 27 jours et a 35 jours, la veille du passage a I'abattoir. Un premier essai clinique n’était pas



exploitable puisqu’un épisode de mortalité a justifié 'administration d’antibiotiques dans
deux des poulaillers. Au début du second essai clinique, tous les poulaillers présentaient une
forte prévalence de Salmonella. Cette prévalence a fortement réduit jusqu’a la fin de I'étude
mais il est impossible d’attribuer ce mérite uniqguement aux phages car les poulaillers témoins
ont eux aussi présenté une réduction significative (289). Concernant BAFASAL®, il s’agit d’'un
cocktail de 4 phages anti-Salmonella. Les études réalisées par le laboratoire fabriquant
BAFASAL® n’ont pas révélé de toxicité aiglie, subaiglie, ou de génotoxicité tandis que les
animaux tolérent bien la solution méme a une concentration 100 fois supérieure a celle
recommandée. Les essais in vitro supposés mimer I’application du produit sur de I'aliment ont
permis une diminution significative du nombre de salmonelles. In vivo le produit a permis une
réduction significative de la quantité de salmonelles hébergées au niveau du caecum ainsi
gu’une amélioration des parametres zootechniques (290).

De ces études, il ressort donc que plusieurs modalités d’usage différentes des
bactériophages seraient envisageables dans la lutte contre les salmonelles. Si la premiere se
résume a la thérapie telle gu’envisagée par d’Hérelle, et a laquelle peu de travaux se sont
consacrés, les études ci-dessus permettent d’entrevoir un usage des bactériophages pour
tenter de maitriser le portage chronique ou en tant que prophylaxie. Pour une population déja
contaminée par les salmonelles, il apparait difficile de « stériliser » le tube digestif des oiseaux.
La réduction du portage la plus efficace est alors réalisée avec des phages a haute
concentration et s’applique transitoirement pendant 24 a 48 heures. L'intérét de cette
méthode serait ainsi de réduire la contamination des animaux juste avant leur passage a
I'abattoir. La prophylaxie avec les bactériophages permettrait de réduire les risques
d’installation de salmonelles dans une population lors d’introduction accidentelle en limitant
la possibilité de colonisation du tube digestif et la transmission horizontale entre animaux.
Cette prophylaxie peut étre associée a d’autres méthodes comme la vaccination ou les
probiotiques, avec lesquels une véritable synergie a été mise en évidence. Plusieurs
préparations sont en cours de développement a destination des marchés européen et
américain. Si I'innocuité de ces préparations ne semble pas remise en question, leur efficacité
reste, pour certaines, a étre démontrée. Des études complémentaires demeurent, dans tous
les cas, nécessaires afin de déterminer comment, a quel moment et chez quels animaux
I’'administration des bactériophages serait la plus optimale. Les principales conclusions que
nous pouvons tirer de ces études sont résumées dans le tableau IX.

[EEN
~N



[y
o
(0]

Tableau IX — Caractéristiques principales de la phagothérapie ciblant Salmonella spp. chez les

Caractére étudié

volailles

Isolement des phages

Isolement facile & partir de |'environnement : eaux usées, fientes, poulaillers ....

Facteur de réduction du portage

Variable selon le protocole utilisé mais peut atteindre un facteur 100 a 1000

Courte durée si population bactérienne déja instalée : réduction maximale

Durée de la reduction . h
atteinte en 24 3 48h

Arrét du portage Rare

Administration unique ou a long terme Administration unique semble plus efficace pour réduire le portage

Concentration des phages Haute concentration préférable

Spectre des phages Large spectre préferable

Voie d'administration Préférablement par voie orale. Possible par I'alimentation

Intérét comparativement a d'autres

meéthodes de maitrise méthodes.

environnementale et des animaux contacts

Réduction de la contamination
concentration

2- INFECTIONS PAR CAMPYLOBACTER SPP.

Les Campylobacter sont des bactéries Gram négatives et micro aérophiles. Elles sont
thermophiles et leur optimum thermique se situe entre 37 et 42°C. Campylobacter jejuni et
Campylobacter coli ont longtemps été considérées comme commensales du tube digestif des
oiseaux, avec des contaminations plus importantes chez les oiseaux d’élevage du fait de leur
plus grande densité. Dans les élevages, la prévalence est maximale au moment de I'abattage
et la transmission horizontale serait la principale modalité de dissémination de cette bactérie.
La plupart du temps, les Campylobacter ne causent pas de signes cliniques chez les oiseaux
(291). Toutefois, des études récentes semblent convenir du fait que les Campylobacter
pourraient étre responsables d’entérites, de perte de poids ou de mortalité chez des jeunes
poulets (292). Enfin, Campylobacter hepaticus serait responsable d’atteintes hépatiques
graves dans les élevages en plein air australiens (291).

Le genre Campylobacter est la premiére cause de zoonose rapportée dans les 36 pays
européens concernés par le rapport de I'European Food Safety Authority. En 2019, 60 cas pour
100 000 habitants ont été recensés. Le produit le plus souvent incriminé dans les cas de
campylobactériose alimentaire est la viande de poulet (274). Campylobacter jejuni est
retrouvée dans prés de 90% des cas de campylobactériose confirmés mais Campylobacter coli
peut aussi étre impliquée. Chez 'lhomme, l'infection par Campylobacter est, la plupart du
temps, auto-limitante en cing a sept jours et s’exprime surtout par des signes digestifs tels
gue des crampes abdominales, de la diarrhée ou des vomissements, parfois en association
avec de la fievre. Toutefois, chez les personnes immunodéprimées, enceintes ou agées,

Semble étre synergique avec les probiotiques. A déterminer pour les autres

Réduction de la contamination environnementale lors d'administration & haute




I'infection peut étre extradigestive et entrainer des méningites voire parfois étre associée a
des complications telles que le syndrome de Guillain-Barré ou des arthrites (293). Concernant
I'antibiorésistance, il semblerait que Campylobacter coli ait une plus haute prévalence des
phénotypes d’antibiorésistance que Campylobacter jejuni. Toutefois, les deux espeéeces
bactériennes pourraient échanger des genes d’ou un risque d’augmentation de
I'antibiorésistance. Les principaux antibiotiques concernés sont la ciprofloxacine et la
tétracycline (275).

Le genre Campylobacter a principalement une importance en santé publique. La
phagothérapie aurait donc pour but de maitriser les populations bactériennes hébergées par
la volaille pour en réduire le niveau de contamination au moment de I'abattage afin de
diminuer les risques pour la suite de la chaine de production. Certaines études estiment
gu’une réduction de la contamination des carcasses d’un facteur 100 réduirait I'incidence de
la campylobactériose humaine d’un facteur 30 (294). En plus de la phagothérapie, d’autres
stratégies telles que I'antibioprévention, I'administration de probiotiques ou la vaccination
ont été envisagées mais sont souvent coliteuses et rarement totalement efficaces (295).

A I'heure actuelle, plus de 170 phages spécifiques de C. jejuni ont pu étre isolés
(295). Une étude britannique menée sur 90 élevages avicoles a démontré que la présence de
bactériophages ciblant Campylobacter peut entrainer une réduction significative du portage
bactérien au niveau du caecum, pouvant parfois atteindre un facteur 100, par rapport a des
populations non porteuses de bactériophages (296).

Une des premieres études concernant l'usage des bactériophages contre
Campylobacter en médecine aviaire a été réalisée en 2005 par Wagenaar et al. Dans leurs
travaux, ils comparerent l'utilisation thérapeutique a I'utilisation prophylactique de la
phagothérapie pour diminuer les populations bactériennes chez de jeunes poulets. Dans le
premier cas, les poulets recevaient un traitement avec des phages pour une durée de six jours
une fois qu’une colonisation par la bactérie avait été établie. Dans le second cas, les poulets
étaient traités pendant 10 jours avec une solution de phages puis étaient inoculés avec
Campylobacter jejuni au 4™ jour de ce traitement. Les résultats obtenus montraient que le
traitement prophylactique n’a pas empéché l'installation de la bactérie mais qu’il maintenait
des comptages bactériens en moyenne dix fois moins important que dans le groupe controle.
Lors d’une utilisation thérapeutique, I’'application des bactériophages entrainait une réduction
des comptages bactériens d’un facteur 1000 qui se stabilisait ensuite a une valeur 10 fois
inférieure a celle du groupe témoin. Appliquée chez des animaux en age de passer a I'abattoir,
la méme méthode entrainait une diminution d’un facteur 30 qui se stabilisait encore une fois
a une valeur 10 fois inférieure a celle du groupe témoin (297). La méme année, Loc-Carillo et
al tentérent de réduire la contamination par deux souches de C. jejuni grace a deux
bactériophages différents administrés par voie orale avec une solution tampon. L'emploi de
cette solution s’explique par la caractérisation préalable des deux virus qui étaient inactivés a
un pH de 2,2 pouvant étre rencontré au niveau du proventricule. In vitro, les deux souches
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bactériennes étaient lysées par les deux phages choisis. In vivo, le phage CP8 ne s’est révélé
efficace que contre une des deux souches. Toutefois, il avait alors permis une réduction des
comptages bactériens d’un facteur 10° durant 24 heures. Le second phage s’était révélé
efficace sur les deux souches bactériennes. Si un déclin initial était observé, les populations
de bactéries recommencaient a croitre apres 72 heures. Enfin, des Campylobacter résistantes
a l'infection par les virus furent isolées a une fréquence inférieure a 4%. Il faut noter que ces
bactéries se révélaient moins capables de coloniser les tubes digestifs de poulets et qu’elles
tendaient a retourner a un phénotype sensible aux phages (298). La capacité du phage CP220
a réduire la colonisation du tube digestif par C. coli et C. jejuni a été évaluée dans une étude
de 2008. L’administration du phage a un titre de 10’ ou 10° PFU permettait une réduction
significative du nombre de C. jejuni entre 10'° et 10%3 CFU/g. Trois jours aprés le traitement,
les populations bactériennes recommencaient a croitre. Concernant Campylobacter coli,
I’administration de bactériophages a un titre de 10° PFU avait permis une réduction, 48 heures
plus tard, s’échelonnant entre 10 et 1037 CFU/g. La fréquence de résistance au phage de la
souche de C. jejuni avait été évaluée a 2% (299). Toutes les expériences précédemment citées
ont été réalisées en gavant les oiseaux. Si cette pratique permet de s’assurer que les animaux
ont bien pris le produit a tester, il apparait difficile de I'employer en pratique avicole courante.
En 2010, Carvalho et al évaluérent donc I'efficacité d’un cocktail de trois bactériophages
administré a travers l'alimentation. lls parvinrent a mettre en évidence une réduction
significative du portage de Campylobacter en lien avec I'administration des bactériophages. Si
la réduction était de 107 CFU/g pour le groupe traité par gavage, celle du groupe traité par
I’alimentation était de 102 CFU/g jusqu’a sept jours aprés I"administration. lls rapportaient
toutefois 13% de colonies résistantes aux bactériophages. Il semblerait que ces colonies
puissent, in vivo, retourner a un phénotype sensible aux virus (300). Enfin, en 2013, Kitter et
al ont appliqué pour la premiere fois des bactériophages au contexte d’un élevage. lls
réaliserent trois essais cliniques en créant un groupe témoin et un groupe traité par un cocktail
de quatre bactériophages dans des fermes. Dans le premier essai clinique, ils obtenaient une
réduction significative des Campylobacter entre les deux groupes des le lendemain de
I'application des bactériophages ou les bactéries étaient sous le seuil de détection pour le
groupe traité. Jusqu’au passage a |'abattoir 6 jours plus tard, une réduction significative des
Campylobacter caecaux d’environ un facteur 1000 pouvait étre observée. Les autres groupes
n’avaient pas permis de mettre en évidence des différences significatives. Ces différences
d’efficacité pourraient s’expliquer en partie par une sensibilité différente des bactéries aux
phages du cocktail. Les auteurs concluaient leur étude en affirmant que, lorsque le cocktail est
efficace dans une population, le délai optimal d’application serait de 2 a 4 jours avant le
passage a I'abattoir (301).

L’'ensemble de ces études illustre donc le fait qu’obtenir une disparition totale du
portage de Campylobacter est un objectif complexe a mettre en lien avec la grande adaptation
de ces bactéries au tube digestif des volailles. Toutefois, la réduction du nombre de bactéries
hébergées, et donc potentiellement contaminantes, permet d’espérer une diminution de
I'incidence des cas humains (294). Si une « prophylaxie » semble complexe a mettre en place



du fait de I'imprévisibilité de I'introduction de Campylobacter au sein d’'une population, un
usage thérapeutique des bactériophages a un titre élevé avant le passage a I'abattoir pourrait
étre envisageable. Plusieurs études parviennent a diviser les populations bactériennes, parfois
d’un facteur supérieur a 100, mais cette diminution n’est, souvent, que temporaire. La
caractérisation d’un cocktail de bactériophages doit donc passer par des études permettant
de déterminer quel est le moment le plus optimal pour I'administrer (295—-301). Il convient de
prendre en compte le fait que I'efficacité in vitro des bactériophages ne sera pas
nécessairement la méme in vivo (298). De plus, les cocktails nécessitent d’étre étudiés in vivo
car I'association de certains phages, qui ont des cinétiques différentes, peut entrainer une
absence d’effet la ou des phages seuls permettent une réduction (302). Il faut aussi noter que
I’'administration de bactériophages peut étre réalisée par I'intermédiaire de I'aliment ou de
I’eau de boisson mais que ces phages doivent avoir été sélectionnés pour leur stabilité (300,
301). Enfin, il apparait que les bactériophages ne présentent pas d’effets secondaires chez les
poulets et n"alterent pas le reste de leur microbiote (303).

Plusieurs études soulignent [I'apparition de résistances aux bactériophages
s’échelonnant entre 2% et 13%. Si une prolifération d’un phénotype de résistance pourrait
étre a craindre, il convient de noter que, la plupart du temps, ces populations restent
minoritaires a I'’échelle des études et que, dans certains cas, les bactéries résistantes aux
phages sont moins efficaces pour coloniser le tube digestif. De plus, une réversion vers un
phénotype sensible aux virus est mise en évidence. Enfin, I'emploi des phages juste avant le
passage a I'abattoir couplé a des mesures de biosécurité limite le risque de sélection et de
propagation de ces phénotypes (298—-300).

In fine, les chercheurs considéerent globalement aujourd’hui que la phagothérapie peut
avoir un effet dans la réduction des Campylobacter lorsqu’elle est employée dans les 24 a 48
heures avant le passage des animaux a |‘abattoir et lorsque les bactériophages sont
administrés a de fortes concentrations. Toutefois, des études supplémentaires sont
nécessaires pour mieux comprendre les interactions entres les phages et leurs hotes et pour
trouver la « recette » des cocktails les plus efficaces. Il semblerait que les meilleurs résultats
puissent étre obtenus lorsque les phages et leur hote sont isolés a partir de I'environnement
ou la phagothérapie doit étre utilisée (304, 305). Les données concernant la phagothérapie
contre Campylobacter chez les volailles sont résumées dans le tableau X.
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Tableau X — Bilan des principaux des apports de I’étude de la phagothérapie contre

Campylobacter chez les volailles

Caractere étudié

Plus de 170 phages déjaisolés. Préférablement a partir de

Isolement des phages . . . on .
I'environnement ou la phagothérapie doit étre appliquée

Réduction du portage Possible, peut atteindre un facteur supérieur a 1000

Réduction maximale 24 a 48h aprés administration. Persiste parfois

Durée de la réduction . s . . . . ,
jusqu'a sept jours mais recroissance bactérienne fréquente

Arrét du portage Rare
Concentration des phages Préférablement haute
. . . Possible par l'aliment ou |'eau de boisson mais les phages doivent étre
Voie d'administration
stables
Traitement prophylactique N'empéche pas le portage
Apparition de résitances aux phages Entre 2 a 13% des cas

3- INFECTIONS PAR E. COLI

Nous I'avons vu précédemment, I'importance médicale de Escherichia coli s’exprime
principalement chez le porcelet et le veau par des diarrhées. En médecine aviaire en revanche,
cette espece bactérienne, essentiellement a travers les « avian pathogenic Escherichia coli »
ou APEC, est responsable de diverses maladies telles que des septicémies, des aérosacculites,
des péritonites ou encore des salpingites. Si autrefois les APEC n’étaient considérées que
comme des agents pathogénes opportunistes, ces bactéries sont aujourd’hui inclues parmi les
agents étiologiques primaires de ces affections. Etant une affection commune parmi les
oiseaux d’élevage, la colibacillose est responsable de pertes économiques, tant liées a la mort
des animaux gu’a une baisse des rendements. Ainsi, les animaux présentant une aérosacculite
sont en moyenne moins lourds que les autres. La vaccination existe mais ne prend en charge
gu’un nombre limité de souches. Concernant la sécurité sanitaire, la viande de volaille n’est
pas considérée comme un des principaux réservoirs a STEC. Toutefois, les Escherichia coli
hébergées par ces animaux pourraient étre responsables d’affections extradigestives chez
I’'hnomme a l'instar de méningites ou d’infections urinaires (306).

Dés 1998, Barrow et al, se basant sur les travaux menés par Smith et al sur les veaux
(216), utiliserent des bactériophages ciblant les Escherichia coli afin de traiter des modeles de
septicémie et de méningite chez des poulets. IlIs inoculérent des poussins nouvellement éclos
et des poulets de trois semaines avec 10° CFU de Escherichia coli par voie intramusculaire pour
le modéle de septicémie ou 103 CFU par voie intracrdnienne pour le modéle de méningite. Les
animaux recevaient simultanément une préparation de phage R par voie intramusculaire,
dans un autre muscle. Sans traitement avec des bactériophages, les oiseaux se dégradaient
rapidement et présentaient les premiers symptomes apres 12 heures dans le cas du modeéle




de septicémie et apres 8 heures pour la méningite. Tous les animaux non traités furent
euthanasiés du fait de leur état clinique. En revanche, les chercheurs observaient des
différences significatives dans les groupes traités, en particulier lorsque les plus fortes
concentrations de bactériophages étaient utilisées. Avec des phages administrés a 10° et 10*
PFU, aucun oiseau de trois semaines ne mourrait dans le modele de septicémie. Dans le cas
du modéle méningite, chez les oiseaux de trois semaines, une dose de 108 PFU permettait une
absence de mortalité tandis qu’on observait une différence significative avec le groupe témoin
pour une dose de 102 et 10° PFU chez les poussins avec, malgré tout, une persistance de la
mortalité au niveau de I'effectif. Cette premiere étude encourageante permet de mettre en
lumiere la capacité des phages a diffuser dans I'organisme, et en particulier dans ce cas
appliqué au phage R, une potentielle capacité de passage a travers la barriere hémato-
méningée. Si nous observons ici une protection des poulets par les phages, il convient de
mettre en avant le fait que la bactérie et le virus ont été appliqués en méme temps. Des études
supplémentaires sont donc nécessaires pour déterminer si un usage similaire est réalisable
sur des animaux présentant déja des signes cliniques (307).

Apres ces premiers travaux, Huff et al réaliserent un travail conséquent sur I'usage des
bactériophages comme thérapie face a la colibacillose, en explorant leur efficacité, les moyens
d’administration, mais aussi l'interaction du systeme immunitaire avec les bactériophages
(308-312). La premiere étude, réalisée en 2002, s’intéressait a la protection de poulets entre
I’éclosion et trois semaines d’age par les bactériophages face a des inoculations de E. coli dans
les sacs aériens. Au cours de cette étude, 'administration des bactériophages a travers I'eau
de boisson était évaluée. Les chercheurs commenceérent par isoler le bactériophage SPR02 a
partir d’eaux usées. Dans la premiére expérience, ils administréerent une solution de ce
bactériophage mélangée avec les bactéries devant inoculer les sacs aériens thoraciques. Dans
ce cas, I'usage des bactériophages avait permis une réduction significative de la mortalité. En
effet, lorsque les animaux témoins étaient inoculés avec 10° CFU, une mortalité de 80% était
observée. En revanche, lorsque cet inoculat était mélangé avec 103 ou 10° PFU de SPRO2, la
mortalité chutait a, respectivement, 25% et 5%. Lorsque les animaux témoins étaient inoculés
avec 10% CFU, la mortalité atteignait 85%, cette valeur chutant a 35% et 0% lorsqu’un mélange
était réalisé avec 10* ou 10%® PFU. Toutefois, I'administration des bactériophages par
I'intermédiaire de I’eau de boisson n’avait pas permis de protection (308). Si les auteurs voient
dans cette étude un indice quant a la capacité de protection des phages, elle demeure tres
artificielle dans sa réalisation. En effet, 'administration du mélange des bactéries et des
phages diminue I'importance de I'inoculat bactérien réalisé, le phage pouvant déja infecter la
bactérie avant méme qu’elle n’ait pu s’installer. L'inefficacité des phages dans I’'eau de boisson
n’est que peu évoquée et I'origine d’un tel défaut n’est pas étudiée. Cela pourrait étre causé
par un mangque de stabilité du virus dans les conditions dans lesquelles il se trouve, soit dans
I’eau de boisson, soit lors du passage dans le tube digestif, ou alors par une incapacité de ce-
dernier a migrer vers les sacs aériens. La méme année, ils développérent un aérosol a partir
de deux phages : SPRO2 ET DAF6. L'usage du spray permettait une réduction significative de
la mortalité, d’autant plus marquée que le titre en phage utilisé était important. Ainsi pour un
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titre en phages de 2.6x10% PFU/mL pour SPR0O2 et 2.35x10° PFU/mL pour DAF6, la mortalité
était réduite significativement de 63% a 7%. Une différence significative était aussi observée
lorsque les animaux étaient inoculés trois jours apres I'usage de I’'aérosol mais pas lorsqu’un
intervalle de 24h est respecté, sans qu’aucune explication n’ait pu étre mise en évidence (309).
Cette étude permettait alors d’envisager une utilisation des bactériophages sous forme d’un
aérosol, modalité bien plus intéressante qu’un usage parentéral en production avicole. Dans
cette optique, la méme équipe compara I'application de ces deux bactériophages par aérosol
et par injection intramusculaire en 2003. Encore une fois, 10* CFU de E.coli étaient injectées
dans un sac aérien thoracique. L'utilisation du spray ou linjection intramusculaire était
réalisée 2, 24 ou 48 heures apres l'injection des bactéries. Le spray induisait une réduction
significative de la mortalité de 50% a 20% lorsqu’il était utilisé le méme jour que I'inoculation
mais aucune différence significative n’était observée au-dela. En revanche, lorsque les phages
étaient injectés par voie intramusculaire, une diminution significative de la mortalité était
observée dans tous les cas (310). Ceci souligne donc toute I'importance des études in vivo et
de comparer les modalités d’administration lorsque I’emploi de la phagothérapie est envisagé.
En effet, si le spray permet certes une protection, celle-ci n’est observée que lorsque les
animaux sont traités le jour méme de l'inoculation bactérienne. Comparativement, une
administration parentérale permet une protection significative s’étalant sur au moins 48
heures. Ce phénomeéne trouve probablement son origine dans le fait que la colibacillose
conduisait ici a une infection systémique, la plupart des animaux morts présentant des signes
de péricardite et d’hépatite, et que I'administration par I'intermédiaire du spray ne permettait
pas d’atteindre des quantités de phages dans le sang suffisantes pour maitriser I'infection.
L'injection parentérale reste toutefois beaucoup plus compliquée a utiliser en élevage avicole.
La poursuite de leurs études les mena a comparer les bactériophages a I’enrofloxacine,
aujourd’hui classée parmi les antibiotiques d’importance critique. Les auteurs utilisaient,
apres challenge, soit de I'enrofloxacine distribuée pendant sept jours dans I'’eau de boisson,
soit une solution de bactériophages injectée par voie intramusculaire ou bien les deux
traitements. La diminution de la mortalité était significative dans les deux cas ol un traitement
était utilisé. Sans traitement, 68% des animaux mourraient, avec des phages cette valeur
chutait a 15% et avec de I'enrofloxacine, elle chutait a 3%. L’administration des deux
spécialités conduisait a une absence de mortalité. L'antibiotique s’était ainsi révélé
significativement plus protecteur que les bactériophages (311). L’auteur suggére aprés cette
étude une potentielle synergie entre I'enrofloxacine et les phages. |l semble difficile de valider
une telle assertion sans réaliser d’autres expériences du fait de I'absence de différence
significative entre le groupe traité par I'’enrofloxacine seule et le groupe traité avec les deux
produits. Toutefois, dans une logique de réduction de I'utilisation des antibiotiques, nous
pouvons voir ici les bactériophages comme une premiére modalité de traitement avant
I’emploi des antibiotiques. Enfin, en 2010, Huff et al montréerent qu’un traitement antérieur
avec des bactériophages réduit |'efficacité des traitements ultérieurs. Ainsi, des poulets traités
a 10 jours d’age avec des phages et subissant une inoculation suivie d’un traitement une
semaine plus tard ne présentaient pas de différence significative de mortalité avec un groupe



témoin infecté par E. coli. Les sérums de ces animaux contenaient de plus grande quantité
d’Immunoglobulines G anti-phages et in vitro, ce sérum inhibait I'activité des phages (312).

Huff et al ont donc mis en avant les capacités, mais aussi les limites des bactériophages.
Si les bactériophages qu’ils ont isolés se sont bien révélés capables de protéger des animaux
en réduisant la mortalité et la gravité de la colibacillose, leurs phages ne sont pas protecteurs
lorsqu’ils sont administrés par I'eau de boisson et une injection intramusculaire assure une
protection plus longue que I'usage d’un aérosol (308-310). Ces deux faits sont limitants dans
la filiere agricole puisqu’une administration parentérale est beaucoup plus contraignante a
réaliser lors d’affections a I'échelle de troupeaux pouvant compter plusieurs milliers
d’individus. De plus, le systeme immunitaire inhibe I'activité des bactériophages présentés
(312). Malheureusement, cette étude ne nous permet pas d’estimer si cette inhibition est
spécifique aux phages utilisés ni la durée de la persistance des anticorps. L'injection de virus
s’est aussi révélée moins efficace que I'usage d’enrofloxacine (311). Toutefois, il conviendrait
aujourd’hui de comparer les bactériophages avec un antibiotique non critique utilisé pour le
traitement de la colibacillose. De plus, I'affirmation selon laquelle I'enrofloxacine et les phages
auraient une activité synergique nécessite des études complémentaires pour pouvoir étre
validée. Cela n’exclue pas une utilisation des bactériophages en tant que premier outil
thérapeutique dans une logique de réduction globale de I'antibiothérapie.

Si les travaux de Huff et al représentent un pan conséquent de la recherche autour de
la colibacillose, d’autres recherches menées depuis permettent aujourd’hui de les compléter.
Ainsi, en 2010, Oliveira et al utiliserent un cocktail de 3 bactériophages isolés depuis des
poulaillers qu’ils administraient soit directement par voie orale, soit par I'intermédiaire d’un
spray. lls parvenaient ainsi a obtenir une réduction significative de la mortalité et de la
morbidité. Par la suite, en utilisant ce méme cocktail dans des exploitations naturellement
infectées, la plupart des troupeaux de 10 000 poulets voyaient leur nombre de morts associés
a de la colibacillose diminuer sous la barre des 0.5%. Toutefois, en I'absence de groupe témoin,
il est difficile d’estimer si cette régression est le fait des bactériophages ou de I'évolution
naturelle de la maladie dans un troupeau (313). Au contraire, malgré des bactériophages actifs
contre E. coli in vitro, Tsonos et al ne parvinrent pas a obtenir un effet protecteur de ces
derniers in vivo (314). Enfin, El-Gohary et el parvinrent a réduire la mortalité liée a la
colibacillose grace a un spray de bactériophage appliqué sur une litiere contaminée par E. coli.
Lorsqu’au sein de l'effectif étaient présents des oiseaux déja infectés et excrétant des
bactéries, la solution de bactériophage permettait une réduction numérique de la mortalité
mais sans que cela puisse étre démontré statistiquement (315). Les travaux cités ci-dessus
sont résumés dans le tableau XI.
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Tableau XI — Principales études menées sur 'usage de phagothérapie contre la colibacillose

aviadire
Référence Barrow et al (307) {Huff etal (308)- |Huffetal (309) - |Huffetal(310) - Huff etal (311) - |Oliveira etal (313)-| Tsonos etal (314) - El-Gohary et al
1998 2002 2002 2003 2004 2010 2014 (315) - 2014
Type d'étude In vivo In vivo In vivo In vivo In vivo In vitro et in vivo in vivo
BREETIE) E. coli 018:K1:H7 E. coli E. coli E. coli E. coli E. coli E. coli 078 E. coli
ciblée(s)
$F78E (Myoviridae )
Phagels) utilisé(s) Phage R Phage SPRO2 Phages SPR02 et | Phages SPRO2 et | Phages SPRO2 et ‘ ¢F%5'8E $APEC2 , HAPECS, Phage SPRO2
DAF6 DAF7 DAF8 (Siphoviridae) et $APEC7 et GAPEC9
$F61E (Myoviridae)
Caractérisation Lytique Lytique Lytique Lytique Lytiques Lytiques Lytiques Lytique

Animaux et

30 poulets agés de
trois semaines et

780 poulets dgés
de quelques

28 poulets de 10
semaines et 11
bandes de poulets

59 poulets répartis en

) 50 poussins N 810 poussins 630 poussins 320 poussins ) ) 620 poussins
groupes formés heures a 3 avec des historiques 6 groupes
nouvellement X . X
. semaines d'infection par E.
éclos .
coli
Comparaison de | Comparaison des
Inoculation IM des |'usage de bactériophages et
poulets avec E. coli Injection de I'aérosol etde |del'enrofloxacine.| Testde I'efficacité Inoculation
dans le préparations dek. . . I'injection Inoculation des E. | du phage ¢$F78E | intratrachéale par E.
- . Administration des| . . ; P s .
gastrocnémien coli etde L N intramusculaire coli dans un sac pour réduire la coli a 4 semaines ,
- bactériophages a L. . " A Etude de |'effet des
gauche ou bactériophages ) des aérien thoracique [mortalité de poulets | d'dge. Deux heures L
L A travers un aérosol L. L . . L. X bactériophages
injection (ou non) au niveau bactériophages. | au septiéme jour de 10 semaines apres infection,

Protocole
expérimental

intracranienne
Simultanément :

des sacs aériens

a 7 jours d'age.
Inoculation de E.

Inoculation des E.

devie. Le méme

suite a inoculation

inoculation du

appliqués en spray
sur une litere

Résultats

concentrations de
phages étaient
utilisées,
diminution
signficativedela
mortalité.
Diffusion
supposée du phage
Ratravers la
barriére hémato-
encéphalique.
Toutefois, effectifs
petits (groupes de
5 a 10 animaux)

les préparations
de bactériophages
sont mélangées a
celles de E. coli.
Absence de
protection lors de
I'administration
des phages par
I'eau de boisson.
Etude "artificielle"
dans sa
réalisation car pré:
mélange des
phages et des
bactéries avant
inoculation

Diminution
significative de la
mortalité lorsque
les concentrations

en phage dans
I'aérosol sont les
plus fotes et
lorsque
I'inoculation a lieu
trois jours aprés
|'usage de
I'aérosol.

mortalité par le
spray
lorsqu'utilisé le
jour méme
(mortalité passant
de 50% a 20%).
Absence de
différence
significative au-
dela. Diminution
significative dans
tous les cas lors
d'usage des
phages par voie IM

lors de |'usage des
phages (15% de
mortalité), de
I'enrofloxacine
(3% de mortalité)
ou du cumul des
deux (0%).
Enrofloxacine
significativement
plus protectrice
que les phages. Les
auteurs suggerent
une synergie mais
non prouvée par
des résultat
significatifs.

Réduction
significative de la
mortalité des
poulets inoculés.
Réduction de la
mortalité dans les
bandes infectées
(plusieurs
troupeaux de 10 000
poulets). Conclusion
difficile car absence
de groupe témoin.

Absence d'effet
protecteur et
d'amélioration du
GMQ

des poulets. Puis . N coli dans un sac jour, deE. coli dans un |cocktail de phage par o,
- ) coli auseptiéme, | . . - . L L . contaminée par E.
injection de la tentative . aérien thoracique [administration des| sac aérien. Testdu | voieintratrachéale, i
. . . - . huitiéme ou 10 . N . X coli.
préparation de d'administration | R puis usage de phages, cocktail a large intraoesophagienne
émejours devie. | , . X . '
phages dans le du phage dans |'aérosol oudela [d'enrofloxacineou| échelledans des ou par |'eau de
gastrocnémien I'eau de boisson solution de phages | de la combinaison| élevages avicoles. boisson
droit IM 2, 24 ou 48 des deux par voie
heures plus tard M.
L Diminution
Diminution Lol
ienificative de | significativede la
significative dela . . s
Lorsque les plus g -, Réduction mortalité (60%
mortalité lorsque Ll . 5 .
fortes significativedela | sans traitement) Réduction

significative de la
mortalité associée
a la contamination
par la litiere.
Toutefois, si
présence de
poussins
excréteurs dans le
lot, réduction
numérique de la
mortalité mais non
significative
statistiquement

Plusieurs études semblent montrer une potentielle utilité des bactériophages dans la

lutte contre la colibacillose aviaire, tant en tant que traitement des animaux qu’en application

dans I'environnement. Toutefois, certains points doivent encore étre élucidés. Les études in

vivo restent nécessaires afin de déterminer si un ou des virus capables de lyser les souches

considérées in vitro auront un intérét thérapeutique (314). Si certains virus peuvent étre

utilisés uniguement par voie parentérale, il semble que d’autres soient efficaces lorsqu’ils sont

administrés dans I'eau de boisson (308, 313). Pour espérer un usage en routine dans les

élevages comptant plusieurs milliers d’individus, cette derniére condition parait nécessaire.

Enfin, il reste a déterminer dans quelle mesure un traitement de I'environnement par les
phages serait intéressant (313, 315).




4- LUTTE CONTRE LES CLOSTRIDIOSES

Le genre Clostridium englobe un large de groupe de bactéries Gram positives. Ce sont
toutes des bactéries anaérobies capables de sporuler lorsqu’elles sont placées en condition
de stress. Certaines espéces du genre Clostridium revétent un important caractere pathogéne,
notamment a cause de la production de toxines. Les plus représentatives sont notamment
Clostridium botulinum ou Clostridium tetani. En médecine aviaire, les principales clostridies
d’intérét sont C. perfringens, C. colinum, C. botulinum et C. septicum responsables
respectivement d’entérites nécrotiques, d’entérites ulcératives, du botulisme et de
dermatites. Dans la suite de cette étude, nous évoquerons principalement le cas de
Clostridium perfringens contre laquelle I'usage de la phagothérapie a été la plus étudiée.
Clostridium perfringens peut aussi entrainer des affections chez I'étre humain par la libération
d’entérotoxines au moment de la sporulation et a donc une importance sanitaire (316).

Des bactériophages ayant une activité lytique contre C. perfringens ont été isolés a
partir d’échantillons de sol, de litiere et d’eaux usées provenant d’exploitations avicoles mais
aussi a partir de contenu intestinal de poulets. La recherche se concentre aussi sur la
recherche d’endolysines (317).

L"utilisation d’un cocktail de cing bactériophages a large spectre a déja réussi a montrer
un effet protecteur contre une infection expérimentale par C. perfringens. Le cocktail
administré par gavage permettait une réduction significative de la mortalité de 92%. Un
deuxieme protocole expérimental mettait en avant la possibilité de I'administration du
cocktail de bactériophages par I'intermédiaire de I'eau de boisson ou I'aliment. La mortalité
était la aussi significativement inférieure et les parametres zootechniques meilleurs que dans
les groupes témoins (318). En 2018, deux bactériophages ont été utilisés seuls ou en
combinaison avec une bactériocine pour évaluer leur intérét dans la lutte contre C.
perfringens. Utilisés seuls, les phages permettaient une réduction des comptages bactériens
d’un facteur 10**! pour le phage A3 et 10%3¢ pour le phage P4 tandis que la bactériocine
permettait une réduction d’un facteur 1038, La combinaison des trois entités permettait une
diminution de la population bactérienne d’un facteur 10°. Ainsi, I'utilisation des phages et de
la bactériocine permettait une meilleure action sur C. perfringens, ouvrant la voie a la
recherche d’autres associations de moyens de controle de cette bactérie (319).

Concernant les endolysines, plusieurs études réussirent a isoler ces molécules
produites par les phages et permettant la destruction des bactéries. Par exemple, I'enzyme
Ply3626 issue du phage 3626 a été caractérisée comme une hydrolase du peptidoglycane et a
pu étre exprimée par des E. coli. Cette enzyme est spécifique des paroi cellulaires de C.
perfringens et avait permis la lyse de 48 souches de C. perfringens (320). D’autres endolysines
ont été caractérisées et exprimées. Si certaines sont spécifiques de Clostridium perfringens,
d’autres présentent un spectre plus large pouvant affecter d’autres especes du genre
Clostridium voire s’attaquer a d’autres bactéries Gram positives. La cinétique d’action des
endolysines n’est aussi pas la méme selon les souches concernées (321, 322). L’endolysine
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CP25L a, par ailleurs, été intégrée a des souches de Lactobacillus johnsonii afin de permettre
une sécrétion spontanée et d’utiliser ces souches pour controler les populations de C.
perfringens dans le tube digestif (322).

5- USAGE DES BACTERIOPHAGES EN TANT QUE PROMOTEURS DE CROISSANCE

Les antibiotiques étaient utilisés en routine dans I'aviculture pour éviter I'apparition
de certaines maladies mais aussi en tant que promoteurs de croissance puisqu’ils
permettaient d’améliorer les parametres zootechniques des élevages. En particulier, I'usage
des antibiotiques a doses sub-thérapeutiques permet une augmentation du gain moyen
qguotidien et de la valorisation de l'aliment, tout en limitant I'incidence de certaines
pathologies. Cela permet donc une augmentation de la rentabilité de I'élevage. Toutefois,
I"utilisation de ces antibiotiques sur de longues périodes et a de petites doses a aussi favorisé
la sélection de phénotypes d’antibiorésistance au sein des populations bactériennes (323).
Devant cet état de fait menacant tant I'efficacité des antibiotiques en médecine vétérinaire
gu’en médecine humaine, I'utilisation des antibiotiques en tant que promoteurs de croissance
a été interdit en Europe en 2006 (236). Cette interdiction tend aujourd’hui a s’étendre a la
plupart des pays du globe (238).

Plusieurs alternatives aux antibiotiques ont donc été recherchées comme les
probiotiques, les prébiotiques, l'usage d’acidifiants dans 'aliment ou encore l'usage des
bactériophages (323). Si plusieurs études ayant été évoquées dans les paragraphes
précédents contrblaient les parametres zootechniques pour montrer une absence d’effet
négatif de I'administration de bactériophages sur ces-derniers, les études cherchant a montrer
un effet positif sont moins nombreuses.

En 2013, une étude suivit les performances de croissance de 720 poulets d’un jour
pendant 32 jours. Les poulets des groupes traités recevaient soit de la bacitracine a 0.5g/kg
d’aliment, soit un cocktail de bactériophages ciblant S. Gallinarum, S. Typhimurium et S.
Enteritidis a la dose de 0,25 g/kg d’aliment ou a celle de 0.5 g/kg d’aliment. Au cours de cette
étude, ni les antibiotiques ni les phages ne permettaient une différence significative de la prise
de masse corporelle ni de la fraction ingérée. Toutefois, la plus haute concentration en
bactériophages permettait une légere amélioration de la valorisation de I’'aliment pendant les
15 premiers jours de I'étude (324). Un effet faible mais demeurant significatif avait donc pu
étre mis en avant lors de cette étude avec la concentration de phages la plus importante. La
moindre sensibilité des animaux plus dgés aux bactéries peut potentiellement expliquer le fait
gue cet effet s’estompe au fil de I'expérience. En 2021, une autre étude utilisa un protocole
tres similaire mais avec un cocktail ciblant, en plus des salmonelles précédemment citées, E.
coli et C. perfringens. In fine, aprés 35 jours d’étude, les groupes traités avec des phages n’ont
pas présenté de différence statistique significative avec le groupe témoin méme si les
parametres semblaient [égeérement meilleurs, en particulier lorsque les phages étaient utilisés



a la plus forte concentration (325). Ces deux expériences ne permettent pas de mettre en
avant d’effet significatif de la phagothérapie lorsque les bactériophages sont utilisés comme
promoteurs de croissance chez les poulets de chair. Une légéere tendance a I'amélioration des
parametres zootechniques a été observée dans I'étude de 2021 mais d’autres études sont
nécessaires afin de déterminer s’il s’agit de quelque chose de significatif ou non.

Enfin, les bactériophages ont aussi été expérimentés chez les poules pondeuses.
L'utilisation de trois différentes concentrations d’un cocktail de bactériophages a été
comparée a un groupe témoin chez des poules pondeuses de 36 semaines. Le cocktail ciblait
spécifiguement S. Gallinarum, S. Typhimurium et S. Enteritidis. Les parameétres évalués étaient
la production d’ceufs et leur qualité définie par leur couleur, la résistance de leur coquille ou
leur poids. Globalement, la supplémentation alimentaire avec des phages a permis une petite
augmentation significative du nombre d’ceufs produits par poule au cours des 6 semaines de
I’étude. En revanche, aucune différence sur le poids des ceufs n’a été mise en évidence. Le
reste des autres parameétres ne présentaient pas non plus de différence significative (326). Il
semble donc qu’une supplémentation alimentaire avec des bactériophages puisse, par
certains aspects, améliorer la production des poules pondeuses. Toutefois, de nombreuses
guestions restent en suspens, notamment quels sont les mécanismes impliqués et surtout si
une telle utilisation est, a terme, rentable. Tant pour les poules pondeuses que pour les
volailles de chair, des études complémentaires sont nécessaires avant de pouvoir affirmer
avec certitude si les phages présentent dans ce contexte un intérét ou non.
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Points essentiels : La phagothérapie en médecine aviaire

L’élevage avicole présente une diversité importante des especes concernées et des méthodes
d’élevage employées (189). Le réle du vétérinaire s’inscrit ici aussi dans la maitrise des
affections a I’échelle du troupeau.

Comme en élevage porcin, 'usage en routine des antibiotiques s’est imposé en élevage aviaire
dans les années 1950-1960 (237) mais I'augmentation du risque associé a |'antibiorésistance a
conduit les pays européens a limiter leur usage en 2006. Ces restrictions s’étendent au reste du
monde (238).

Plusieurs agents pathogenes associés aux volailles présentent un caractere zoonotigue. C'est
en particulier le cas des Campylobacter et des Salmonella, les deux principales zoonoses
recensées en Europe. La viande de poulet est considérée comme le principal moyen de
contamination par Campylobacter (274,275).

Plusieurs serovars de Salmonella peuvent infecter les poules. Si certains ont une importance
médicale chez les volailles, la plupart représentent un risque pour I’homme a travers la
contamination des ceufs ou de la viande (274,277). Cette importance sanitaire et médicale se
transcrit a travers la réglementation qui classe certaines salmonelles en dangers sanitaires de
premiere catégorie ou en dangers sanitaires de deuxiéme catégorie (276).

La réduction du portage asymptomatique de Salmonella au niveau du tube digestif des volailles
semble étre possible grace a l'usage de préparations de bactériophages avec une forte
concentration. La réduction est transitoire. L'intérét de telles préparations résiderait alors dans
un emploi 24 a 48 heures avant le passage a I'abattoir pour réduire la contamination du reste
de la chaine (281,283,285). Un emploi prophylactique semble réduire la transmission
horizontale de Salmonella et la contamination environnementale (285-287).

Plusieurs produits sont aujourd’hui en attente d’approbation pour un usage en élevage contre
les Salmonella. Si leur innocuité ne semble pas sujette au doute, leur utilité reste parfois a étre
démontrée (289,290).

Campylobacter jejuni et coli ont principalement une importance sanitaire (291,293). Il est
estimé qu’une réduction de la contamination des carcasses de poulets d’'un facteur 100
réduirait I'incidence des campylobactérioses humaines d’un facteur 30 (294). Le traitement des
animaux est possible a travers I'alimentation mais les phages doivent étre assez stables pour
cela. La réduction du portage asymptomatique est réalisable par 'usage de phages mais ces
derniers doivent étre administrés a de hautes concentrations et la réduction maximale est
obtenue la plupart du temps 2 a 4 jours apres le traitement (297-305).

Les APEC sont responsables de multiples affections chez les volailles : aérosacculites,
septicémies, péritonites ... (306). Les résultats obtenus lors de 'utilisation des bactériophages
en cas de colibacillose sont assez divergents et des études complémentaires sont nécessaires
(307-315). Il apparait aussi que le systeme immunitaire puisse limiter I'efficacité ultérieure des
phages (312).

Plusieurs bactériophages ciblant Clostridium perfringens ont été isolés (317). Des cocktails de
phages ont notamment permis une protection de poulets contre une infection expérimentale
et la réduction de comptages bactériens (318,319). Un autre axe de recherche concerne les
enzymes s’attaquant a la paroi bactérienne des clostridies. Plusieurs de ces molécules ont été
isolées et produites. Elles pourraient a terme étre utilisées comme « enzybiotiques » (320-322).
L'usage des bactériophages en tant que promoteurs de croissance n’a pas permis de montrer
de véritable effet positif marqué si ce n’est une faible augmentation de la production d’ceufs
(326) ou de la valorisation de I'aliment limitée a quelques jours (324,325).




CONCLUSION

A travers les différentes parties de ce travall, nous avons vu gue, méme si l'usage
thérapeutique des bactériophages est expérimenté depuis un siécle, une bonne connaissance
de ces derniers est essentielle pour espérer un succes thérapeutigue.

Contrairement aux antibiotiques, les bactériophages sont des entités biologigues et
ont la capacité de se multiplier in situ. De plus, plusieurs types de bactériophages existent et
il apparait aujourd’hui que les plus intéressants pour un usage thérapeutique sont les phages
accomplissant un cycle strictement Iytique (12). Les principaux avantages, mais aussi les
principales limites des bactériophages résident dans leur spectre d’hdte étroit, issu de leur
spécificité pour les récepteurs, L'étroitesse de ce spectre limite leurs effets secondaires.
L‘absence d’activité des phages sur les populations bactériennes commensales non-ciblées
limite les risques de dysbiose et la sélection de phénotypes antibiorésistants. Toutefois, un tel
spectre implique que 'emploi des phages est conditionné par la caractérisation de I'espéce,
voire de la souche bactérienne pathogéne sous peine d'échec thérapeutique. Les effets
secondaires et toxiques des bactériophages semblent trés limités, en particulier aujourd’hui
avec 'emploi de productions répondant aux bonnes pratiques de fabrications et purifiés
d'éventuels contaminants et endotoxines (12, 141).

£n médecine vétérinaire, nous pouvons distinguer deux types d'études. Les premiéres
se concentrent sur une maladie telles que les mammites bovines, les pyodermites, les otites
ou les diarrhées néo-natales. Les secondes concernent des bactéries zoonotiques telles que E.
coli 0157 :H7 ou les salmonelles. Méme si des essais cliniques manquent, certains des travaux
cités ci-dessus semblent laisser entrevoir, sous quelques années, 'usage des bactériophages
chez les animaux de compagnie ou de rente. Cela s'applique surtout a des traitements locaux
tels que les otites, les pyodermites ou les mammites (159, 204, 207). Notons aussi
Fintensification des recherches autour des enzymes dérivées de bactériophages. Dans le cas
du portage asymptomatiques de bactéries, il semblerait qu’une administration dans les 24 a
48 heures avant le passage a I'abattoir soit le plus efficace pour diminuer les risques de
contamination des viandes.

De nombreuses interrogations demeurent cependant. Peu d’essais clinigues ayant été
réalisés, ils demeurent plus que jamais nécessaires pour envisager une commercialisation de
médicaments a base de bactériophages. De plus, la pharmacologie des bactériophages reste
un domaine de recherche important puisqu’elle est fondamentalement différente de celles
des xénobiotiques, principalement 3 cause de la nature biologique des virus et par leur
capacité de multiplication in situ qui modifie fortement leur métabolisme. Elle apparait aussi
différente entre chaque phage d'ol la difficulté de tirer des théorémes généralisables a tous.

Quel est donc Pavenir des bactériophages en médecine ? Les bactériophages ne
doivent pas &tre pergus comme la panacée et ne remplaceront jamais totalement les
antibiotiques. Aujourd’hui les principaux verrous que nous pouvons définir et qui limitent leur
utilisation sont au nombre de quatre. Le premier est le manque d'essais cliniques
multicentriques et en double aveugle prouvant [efficacité des préparations
bactériophagiques. Le second est un aspect purement réglementaire et législatif. En effet, les
préparations bactériophagiques doivent, dans I'idéal, étre préparées « sur mesure » pour étre
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adaptées au patient et 3 la bactérie ciblée, Le cadre législatif actuel encadrant les produits
médicamenteux rend difficile un tel usage et ceci pousse certains chercheurs a demander une
modification de ce dernier pour les bactériophages, puisqu'ils les considerent radicalement
différents des xénobiotiques. Le troisieme est un aspect financier. Nous Iavons vu, la
recherche concernant les antibiotiques s’est amenuisée en partie 3 cause du manque de
rentabilité associé au développement de nouvelles molécules. Il est difficile d'imaginer des
groupes pharmaceutiques développer des produits bactériophagiques si la rentabilité
associée n'est pas suffisante (64, 65). Enfin, la derniére limite est une limite sociétale. En effet,
I'épidémie de SARS-CoV-2 a mis en exergue la défiance d’une certaine partie de la société
occidentale vis-a-vis des médecins et des groupes pharmaceutiques. If est légitime de se
demander quelles réactions pourraient étre suscitées par l'usage thérapeutiques de virus.
L'usage, certes erroné, du terme « bactériophages » a la place de « bactériovirus » pourrait
alors se révéler un avantage.

Toutefois, des résultats encouragent a considérer |a phagothérapie comme une
alternative aux antibiotiques dans une optigue de lutte contre I"antibiorésistance, voire a
envisager une utilisation conjointe de ces deux types de traitement {12). Le cadre
réglementaire s’ouvre peu & peu aux phages et les essais cliniques, notamment ceux autorisés
récemment par I'Agence Européenne du Médicament a I'entreprise Pherecydes Pharma,
devraient permettre de définir les régles pour utiliser ces virus {74). L"avenir d’entreprises
telles que Vetophage ou Pherecydes Pharma et d'essais clinigues, comme ceux encadrés par
FAgence Nationale de Sécurité Médicament et des produits de santé (ANSM) (73],
conditionnera probablement I'avenir de la phagothérapie, tout comme le financement
d'initiatives portées par des laboratoires publiques comme le projet PHAG-ONE, visant a
développer en France I'accés a la phagothérapie par la mise en place d'une plate-forme
nationale de production de phages thérapeutiques.

La multiplication des travaux autour de la phagothérapie est une condition nécessaire avant
d'en envisager un usage en routine. Il conviendra de les mener et de les analyser sans
optimisme démesuré ou affirmations erronées mais aussi sans scepticisme dogmatique pour
éviter les écueils qui ont conduit, il y a un siécle, a la disparition de ce champs disciplinaire du
monde occidental (59).
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Résumé

Les bactériovirus, plus souvent appelés bactériophages, sont des virus infectant
spécifiquement les bactéries. Découverts au cours des années 1910 par les travaux
de Frederic Twort et Félix d’'Hérelle, leur potentiel intérét en médecine a trés vite été
compris. L'usage thérapeutique des bactériophages, la phagothérapie, connut un
véritable essor jusqu’aux années 1940. La découverte des antibiotiques, des querelles
scientifiques et une mauvaise compréhension de ces virus ont conduit a leur oubli en
occident et en France, pays de leur découverte. Cependant, les phénoménes
d’antibiorésistance impose aujourd’hui un usage plus raisonné de ces-derniers et, face
aux échecs thérapeutiques, la recherche mondiale explore de nouvelles alternatives
dans la lutte antibactérienne. Grace aux travaux du génie génétique, ou ils se sont
révélés des éléments clefs dans la compréhension du génome, les bactériophages
sont aujourd’hui mieux compris. A travers un travail bibliographique, nous étudions les
bactériophages et leur potentiels intéréts en médecine vétérinaire. Une grande
importance est apportée a la biologie de ces virus qui est mise en corrélation avec
leurs propriétés pharmacologiques. La derniére partie est consacrée a leur potentiels
intéréts en médecine vétérinaire. Si des résultats encourageants sont obtenus pour un
usage local des phages, notamment dans le cadre des pyodermites et otites canines
ou des mammites bovines, leur usage pour le traitement du portage chronique des
salmonelles ou de E. coli 0157/H7 semble plus difficile. Des recherches
complémentaires sont nécessaires avant de déterminer définitivement si leur utilisation
thérapeutique en routine est possible.
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