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INTRODUCTION — CONTEXTE DE

L'ETUDE

Les infections ostéo-articulaires (I0A) regroupent des entités cliniques hétérogénes, qui ont
en commun linvasion des tissus osseux et/ou cartilagineux par un microorganisme
pathogene, aboutissant a leur destruction progressive. Elles représentent un enjeu majeur de
santé publique. En effet, leur incidence et le co(t de leur prise en charge sont en augmentation
et elles sont responsables d’'une morbidité importante (1). Le traitement des IOA associe en

général une prise en charge chirurgicale et une antibiothérapie prolongée (2,3).

Staphylococcus aureus est le premier agent responsable des IOA. Cette prévalence est
expliquée par I'expression de nombreux facteurs de virulence favorisant I’évolution chronique
des infections grace au développement de mécanismes physiopathologiques par cette
bactérie : i) la formation de biofilm, communauté de bactéries adhérant a une surface et se
développant au sein d’'une matrice extracellulaire qu’elles produisent, et ii) I'internalisation et
la persistance dans les ostéoblastes, cellules responsables de la synthese et la minéralisation
de la matrice osseuse (4,5). Ces deux mécanismes limitent |'accessibilité des cellules
immunitaires et des antibiotiques a ces formes bactériennes sanctuarisées et donc leur
activité, favorisant I'apparition d’échecs thérapeutiques. Par ailleurs, |'augmentation
inquiétante des résistances bactériennes ainsi que l'apparition d’effets indésirables et
d’allergies aux antibiotiques limitent aussi les choix possibles pour I'antibiothérapie. La
combinaison de ces phénoménes entraine parfois des impasses thérapeutiques. Le
développement de nouvelles stratégies thérapeutiques est donc nécessaire pour améliorer la

prise en charge de ces patients, telle que la phagothérapie.

Les bactériophages sont des virus spécifiques des bactéries, découverts en 1917 par Félix
d’Hérelle, microbiologiste franco-canadien, et ont été considérés dés cette période comme
une thérapie antimicrobienne prometteuse (6). Cependant, I'avenement des antibiotiques au

moment de la deuxiéme guerre mondiale a entrainé I'abandon de la phagothérapie par les
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pays occidentaux, alors qu’elle est restée un traitement trés populaire dans les pays d’Europe
de I'Est comme la Géorgie, la Pologne et la Russie (7). Elle continue a étre utilisée dans ces

pays mais sans véritable évaluation scientifique de I'activité clinique ou de la tolérance.

Devant la menace émergente de I'antibio-résistance au cours des dernieres décennies, la
phagothérapie suscite un regain d'intérét, notamment pour le traitement des IOA (8). Des
patients pris en charge par le Centre de Références des Infections Ostéo-Articulaires
complexes (CRIOAc) des Hospices Civils de Lyon (HCL) ont récemment pu bénéficier a titre
compassionnel de traitement par des bactériophages produits par la société francaise
Pherecydes Pharma (9,10). Les HCL ont par ailleurs participé au projet de recherche PHOSA
porté par cette entreprise entre 2015 et 2018 dont l'objectif central était la sélection de
bactériophages lytiques efficaces contre S. aureus dans le contexte des IOA. Dans cette étude,
nous nous sommes intéressés a l'activité de I'assemblage des 3 bactériophages anti
S. aureus sélectionnés lors du projet PHOSA et utilisés aux HCL dans un modele de biofilm et

un modeéle d’infection d’ostéoblastes humains.
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PARTIE A: INFECTIONS OSTEO-ARTICULAIRES, INFECTIONS
COMPLEXES ET DIFFICILES A TRAITER: GENERALITES ET
FOCUS SUR LES INFECTIONS A S. AUREUS

I.  Généralités sur les infections ostéo-articulaires

1) Définition
Les infections ostéo-articulaires (IOA) sont définies par une invasion et une destruction
progressive des tissus osseux et cartilagineux par un ou plusieurs micro-organismes. Ce terme
regroupe des formes cliniques trés hétérogenes touchant différentes entités anatomiques :
infections de la cavité articulaire (arthrite septique), du tissu osseux cortical et/ou médullaire
(ostéite et ostéomyélite), du disque intervertébral et des plateaux vertébraux adjacents
(spondylodiscite). Il n’existe pas de classification consensuelle des I0A, qui sont généralement

différenciées selon plusieurs criteres (2).

a) Présence de matériel
Les infections sur matériel regroupent les infections sur prothése (majoritairement de hanche
et genou) et sur matériel d’ostéosynthese. La présence matériel est retrouvée dans environ
30% des IOA en France (1). D’apres les données du réseau de surveillance francais RAISIN, en
2010, le taux d’incidence d’infection était de 0,60 % pour les prothéses totales de hanche, de

1,53 % pour les protheses partielles de hanche et de 0,34 % pour les prothéses de genou (11).

La présence de matériel augmente le risque d’infection par plusieurs mécanismes. Tout
d’abord, la surface de la prothése est propice a 'adhésion bactérienne et a la formation de
biofilm (12). De plus, I'absence de microcirculation au niveau du matériel limite I'afflux des
cellules du systeme immunitaire et la diffusion des antibiotiques. La stimulation des
polynucléaires neutrophiles en contact avec la prothése induit aussi une libération de
défensines inhibant localement la phagocytose responsable d’une immunodépression locale

(13).
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b) Mode de contamination

Les IOA peuvent se développer grace a trois modes de contamination :

— par inoculation directe : lors d’un geste invasif thérapeutique ou diagnostique, d’une
chirurgie, d’un traumatisme lors duquel I'os et/ou son matériel sont exposés a I'air

— par voie hématogene : I'lOA est alors une localisation septique secondaire au cours
d’une bactériémie survenant a partir de portes d’entrée variables (urinaire,
respiratoire, cutanée, dentaire etc.).

— par contiguité : l'infection des tissus mous voisins peut se propager a I'os ou a
I'articulation a proximité en suivant préférentiellement le systeme de drainage

lymphatique

c) Délai d’évolution
La définition de la chronologie d’évolution est un critére primordial lors du diagnostic d’'une
IOA car elle est déterminante dans le choix de la prise en charge et I’évolution sous traitement
(2,3). Plus le délai entre I'apparition des signes cliniques et la prise en charge est important,
plus il sera difficile de I'éradiquer a cause notamment de la formation de biofilm (voir

paragraphe II.1.).

Les I0A sont classiquement divisées en deux grands groupes: i) infections aigués, se
manifestant par des signes inflammatoires locaux (douleur, rougeur, cedéme) ou généraux
(fievre, syndrome inflammatoire) importants, et ii) infections chroniques, évoluant souvent a
bas bruit, sur plusieurs mois, avec un faible syndrome inflammatoire biologique et une fiévre
souvent absente. Cependant, la définition du caractére aigu ou chronique des IOA n’est pas
consensuelle. Un délai arbitraire de 3 a 4 semaines entre le début des signes cliniques et le

diagnostic microbiologique est habituellement retenu.

Pour les IOA sur matériel, en plus du caractere aigu ou chronique, on différencie les infections
précoces (moins de 1-3 mois apreés la pose du matériel), retardées (entre 1-3 mois et 1-2 ans)
et tardives (plus de 1-2 ans) (3,14). En effet, le délai entre la pose du matériel et I'infection
permet d’orienter sur le mécanisme d’infection du matériel et I'étiologie bactérienne. Les
infections précoces ou retardées se développent plutot suite a I'inoculation per opératoire de
bactéries. Plus la bactérie est virulente, plus l'infection aura tendance a se déclarer

rapidement (S. aureus ou bacilles a Gram négatif dans le cas des infections précoces vs
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staphylocoques a coagulase négative dans le cas des infections retardées). Les infections

tardives sont le plus souvent d’origine hématogene et sans lien avec la chirurgie.

2) Epidémiologie des infections ostéo-articulaires

a) Epidémiologie en France
L'incidence des IOA est en augmentation dans tous les pays développés a cause du
vieillissement de la population, de "'augmentation du nombre d’arthroplasties et donc du
nombre d’infections sur prothése (15). Ces infections représentent un probléme majeur de
santé publique. En France, une premiére étude menée en 2008 a partir des registres de la base
de données PMSI (Programme de médicalisation des systemes d'information regroupant les
informations sur chaque hospitalisation) a montré que la prévalence globale des IOA était de
54/100 000 habitants (16). Une nouvelle étude publiée en 2018 sur des données de 2013 a
montré que cette prévalence avait fortement augmenté (70/100 000 habitants) (1). Si la
mortalité des IOA est estimée a environ 5%, ces infections sont associées a un risque de
morbidité trés important car elles sont responsables de séquelles fonctionnelles dans pres de

40% des cas.

L'impact d’une infection sur le colt de prise en charge d’'une pose de prothése est trés
important. La durée de séjour a I’hopital apres une arthroplastie est deux fois plus longue en
cas d’infection de la prothése (17). Le colt de prise en charge des IOA sur prothése a été
estimé en 2013 a 450 millions d’euros contre 259 millions d’euros en 2008 et le colt moyen

de prise en charge d’une infection a augmenté de 2000€ par séjour (1).

b) Facteurs de risque
Les IOA touchent plus les hommes que les femmes (sex ratio en France : 1.6) (1). Les facteurs
de risque d’infections de prothése classiquement décrits dans la littérature sont : I'age, le
diabete, I'obésité, la polyarthrite rhumatoide, le temps opératoire (> 2.5 h), le tabagisme actif,
I'alcoolisme, I'hématome postopératoire, la cirrhose et le traitement anticoagulant

préopératoire (2,3,11).
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c) Epidémiologie microbiologique : pathogénes les plus fréquemment isolés
dans les I0A

La prévalence des différents microorganismes responsables des IOA varie selon le type
d’infection, la zone anatomique et I’'dge des patients. Les cocci a Gram positif sont les
principaux pathogenes retrouvés. Le genre Staphylococcus est le plus prévalent quel que soit
le type d’infection (1,15,16,18-22) et S. aureus est la principale espéce isolée. Elle est
impliquée dans 30 a 70% des IOA selon les séries. Cette part importante est notamment
expliquée par i) le portage nasal fréquent de cette bactérie dans la population générale (23)
et ii) le risque de greffe septique ostéo-articulaire important lors d’'une bactériémie a S. aureus
(30 2 40%) (24). La proportion relative des staphylocoques a coagulase négative varie selon le
type d’infection et est plus importante en cas d’infection sur prothese
(jusqu’a 40-50% selon les études) (15,21,22). Les bactéries du genre Streptococcus sont
retrouvées dans 10 a 20% des cas. Les bactéries a Gram négatif (entérobactéries et
P. aeruginosa) sont impliquées dans environ 10% des I0A. La part des bactéries anaérobies
est globalement faible (< 1%) mais leur prévalence est bien plus élevée si on considere
uniquement les infections sur prothése (20%) avec une forte part d’infections a Cutibacterium
acnes (15,16,21,22). Les IOA fongiques sont, elles, beaucoup plus rares (moins de 1% des cas)
(16,21). Les IOA sont polymicrobiennes dans 10 a 15% des cas, notamment en cas de présence

de matériel.

Enfin, une étude récente du Centre de Référence des IOA complexes (CRIOAc) de Lyon a
montré que I'écologie des I0A sur prothése dépendait du délai d’apparition de I'infection
apres la pose du matériel avec une diminution de la part des entérobactéries avec le temps
(17.2% dans la premiere année vs 3.8% aprés un an) alors que la prévalence des bactéries

anaérobies augmentait (13.5% vs 21.9%) (22).
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Il. Physiopathologie : mécanismes favorisant I’évolution chronique des

infections ostéo-articulaires a S. aureus

L’évolution chronique des IOA a S. aureus a été associée au développement de phénotypes
bactériens permettant I'adaptation a I'environnement osseux, un échappement au systeme
immunitaire de I'h6te ainsi qu’a l'action des antibiotiques. Ces différents mécanismes

contribuent a la formation d’un réservoir bactérien résiduel propice aux rechutes (Figure 1).

Figure 1: lllustration des trois principaux mécanismes physiopathologiques favorisant
I’évolution chronique des infections ostéo-articulaires a Staphylococcus aureus

A : Formation de biofilm sur une prothése (photo : Pr. F. Laurent)
B : Internalisation de Staphylococcus aureus au sein d’ostéoblastes (photo : Dr C. Dupieux)

C : Formation de Small Colony Variant ; a : phénotype initial, b : phénotype SCV (d’apres (25))
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1) Formation de biofilm (Figure 1A)
Le biofilm est composé d’'une communauté de bactéries adhérant a une surface et se
développant au sein d’'une matrice extracellulaire qu’elles produisent (26). Cette derniére est
constituée d’exopolysaccharides, de protéines et d’ADN extracellulaire. La formation du
biofilm est un processus dynamique qui comporte schématiquement 4 étapes (Figure 2) :
i) I'adhésion de bactéries planctoniques a une surface, ii) la multiplication bactérienne et
formation de « microcolonies », iii) la maturation et le développement du biofilm et
iv) le détachement d’une partie du biofilm et colonisation d’une autre surface, a proximité ou
adistance. Le biofilm constitue une barriere a I'action des cellules immunitaires (inaccessibilité
physique des bactéries) et des antibiotiques (défaut de pénétration, séquestration des
molécules, dégradation enzymatique au sein du biofilm, faible activité sur des bactéries au

métabolisme réduit) (27).

Bactérie au métabolisme normal

Bactérie au métabolisme ralenti

Persister

Protéine amyloide
exopolysaccharide

» ADN
extracellulaire

"NZeoe
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plantoniques ° Q
o0
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P
L ‘.

- .".

R

Multiplication
bactérienne
—

Adhésiona MICROCOLONIE BIOFILM

une surface

MATURATION DU BIOFILM =

Figure 2 : Etapes de formation et maturation du biofilm (d’apreés Dr J. Josse)
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Dans le contexte des IOA, la pose de matériel est trés propice a la formation de biofilm. En
effet, les bactéries ont la capacité d’adhérer aux différents matériaux utilisés en chirurgie
orthopédique (comme le titane, I'inox, le polyéthylene) (12). De plus, la destruction locale des
tissus et l'inflammation générée suite a I'opération, entraine une augmentation de la
production des protéines extracellulaires de matrice de I’h6te (fibrinogéne, collagene) et leur

dépot sur la surface prothétique, ce qui facilite I'adhésion bactérienne (28).

2) Internalisation dans les cellules phagocytaires non professionnelles (Figure 1B)
Longtemps considéré comme une bactérie extracellulaire, il a été montré in vitro et in vivo
que S. aureus peut étre internalisé puis persister dans divers types de cellules phagocytaires
non professionnelles comme les ostéoblastes, cellules responsables de la synthése et de la
minéralisation de la matrice osseuse (29,30). Ce processus bactérien passif implique un
mécanisme cellulaire actif apparenté a la phagocytose, nécessitant I'adhésion de S. aureus aux
cellules. Les protéines bactériennes permettant la liaison a la fibronectine (FNBP pour
Fibronectin Binding Proteins) se fixent sur des protéines membranaires cellulaires, les
intégrines asP1, par l'intermédiaire de la fibronectine déclenchant alors I'invagination de la
membrane cellulaire et I'internalisation du staphylocoque au sein d’une vacuole suite au
remodelage du cytosquelette d’actine (5,31). S. aureus peut alors persister dans le
compartiment intracellulaire selon plusieurs mécanismes. Tout d’abord, I'activation d’une
voie de réponse au stress médiée par le gene rsbU stimulant la synthése d'un agent
antioxydatif, la staphyloxanthine, permet de résister a la diminution du pH et 'augmentation
du stress oxydant suite a la fusion de la vacuole/phagosome avec un lysosome (32). Par
ailleurs, S. aureus est capable de s’échapper du phagosome grace a la production de
différentes toxines et de persister dans le cytoplasme (5). Enfin, il peut résister au processus
d’autophagie (mécanisme lysosomal de dégradation des constituants cellulaires servant a
réguler ’homéostasie cellulaire et permettant en cas d’infection de se défendre contre les
pathogenes intracellulaires grace a la formation d’un autophagosome) et est capable de se

multiplier au sein de I'autophagosome (33).
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3) Formation de small colony variant (Figure 1C)
Les small colony variant (SCV) constituent une évolution phénotypique, le plus souvent
réversible, résultant de I'adaptation des populations bactériennes a des conditions de stress.
Ce phénotype est caractérisé par une croissance ralentie aboutissant a la formation de tres
petites colonies (environ 10 fois plus petites que le phénotype sauvage), ainsi qu’une
sensibilité moindre a certains antibiotiques (34). Leur émergence pourrait étre induite par
I'internalisation dans les ostéoblastes, le développement au sein du biofilm et I'utilisation de

certains antibiotiques comme la gentamicine (35,36).
lll. Diagnostic des infections ostéo-articulaires

La précocité du diagnostic des IOA est primordiale pour optimiser les chances de succes lors
de leur prise en charge initiale. Malheureusement, la grande variabilité, le manque a la fois de
spécificité et de sensibilité des signes cliniques et biologiques peuvent rendre ce diagnostic
difficile. 1l doit étre le fruit d’'une réflexion pluridisciplinaire et repose sur un faisceau

d’arguments cliniques, radiologiques et biologiques.

1) Diagnostic clinique
Les signes cliniques généralement retrouvés dans les IOA sont la fievre, des signes
inflammatoires locaux et des douleurs ostéo-articulaires avec raideur et impotence
fonctionnelle. Ils sont bruyants dans le cas des infections aigués. Dans les cas des infections
chroniques, ces manifestations cliniques peuvent étre frustres voire absentes ou évoluer tres

lentement rendant le diagnostic plus difficile.

Suite a une chirurgie, I'apparition d’une fiévre ou de frissons, d’'un épanchement articulaire
douloureux, d’'une réapparition ou aggravation de la douleur locale ainsi que d’une anomalie
au niveau de la cicatrice (désunion, écoulement par la cicatrice, retard de cicatrisation) sont
des signes devant faire suspecter une infection précoce (11). L’apparition d’une fistulisation

du foyer infecté a la peau ou d’un abcés signent la présence d’une I0A chronique (2).

2) Diagnostic radiologique
Grace a sa simplicité de réalisation et son faible colt, I'examen radiologique de premiére
intention est la radiographie standard et fait systématiquement partie du bilan. Elle permet

principalement de mettre en évidence un séquestre osseux, des appositions périostées, un
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descellement de matériel (liseré clair), des zones d’ostéolyse. Cependant, la sensibilité de cet
examen dans les formes aigués est faible car les signes radiologiques apparaissent en général
aprés deux a trois semaines d’évolution. La radiographie est également utile pour le suivi de

I’évolution sous traitement.

Le scanner permet de visualiser avec une meilleure résolution que la radiographie les
appositions périostées, la lyse osseuse, les Iésions articulaires et des tissus mous adjacents.
L'imagerie par résonnance magnétique (IRM) est actuellement I'examen de référence pour le
diagnostic des IOA. Il permet d’explorer les lésions des tissus mous et de visualiser I'cedéme
osseux. Cependant, la présence de matériel prothétique métallique est a 'origine d’artefacts

lors de I'IRM. Le scanner est alors plus adapté (37).

Des examens complémentaires d’imagerie nucléaire peuvent aussi étre réalisés. La
scintigraphie osseuse aux diphosphonates marqués au technétium 99m a une excellente
sensibilité mais présente une spécificité moyenne car des foyers d’hyperfixation peuvent étre
observés en cas de remaniements osseux d’origine aseptique (fracture, descellement
aseptique, chirurgie récente) (38). Au contraire, la scintigraphie aux leucocytes marqués

présente une bonne spécificité (38,39). Ces deux examens sont donc souvent combinés.

3) Diagnostic biologique

a) Marqueurs biochimiques et cytologiques
Les marqueurs sanguins d’un syndrome inflammatoire font partie du bilan systématique en
cas de suspicion d’une IOA. Cependant, la recherche d’une hyperleucocytose n’est pas un bon
marqueur car elle possede une faible sensibilité (40). Il n’y a par ailleurs pas de seuil
d’interprétation de la CRP clairement validé dans la littérature et I'interprétation dépend de
la présence d’une prothése et du type d’articulation considéré (41). En pratique clinique, la
cinétique d’évolution de la CRP est plus importante que sa valeur absolue. Aprés une chirurgie,
la CRP peut étre élevée en I'absence d’infection mais doit se normaliser rapidement. Sa ré

ascension doit faire évoquer une infection post-opératoire précoce (42).

L’analyse cytologique du liquide articulaire est recommandée en cas de suspicion d’arthrite
septique. L'interprétation du nombre de globules blancs et du pourcentage de polynucléaires

neutrophiles dépend de la présence d’une prothése articulaire (nombre de globules blancs en
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faveur d’une infection si supérieur a 50 000 cellules/uL dans le cas d’une arthrite septique sur

articulation native ou a 1 700 cellules/pL en cas d’infection d’une prothése de genou) (3).

Le dosage d’autres marqueurs dans le sang et/ou liquide articulaire a été proposé dans la
littérature (comme le dosage de l'interleukine-6 ou de I'alpha-défensine) mais ne sont pas
utilisés en pratique pour l'instant a cause de leur co(t, du manque de seuils d’interprétation
validés et de I'absence de criteres clairs d’utilisation en fonction des contextes cliniques

(43,44).

b) Diagnostic microbiologique
Les prélevements microbiologiques sont indispensables pour confirmer I'infection, identifier
le(s) microorganisme(s) responsables et adapter I'antibiothérapie grace a la réalisation de
I’antibiogramme. Le diagnostic microbiologique est rendu difficile par le fait que les bactéries
incriminées i) peuvent appartenir a la flore commensale cutanéo-muqueuse (risque de
contamination lors du prélevement ou de sa manipulation au laboratoire), ii) peuvent avoir
une croissance lente et/ou difficile, iii) sont parfois en faible quantité dans le prélevement ou

piégées au sein du biofilm et des cellules.

i. Types de prélevements a réaliser
La qualité des prélévements est un point essentiel du diagnostic des IOA. Les préléevements de
choix pour le diagnostic des IOA sont les prélévements peropératoires (pus, liquide articulaire,
tissu osseux, tissu d’interposition). lls ont I‘avantage d’étre profonds et réalisés dans des
conditions d’asepsie chirurgicale, ce qui permet de limiter le risque d’isolement de bactéries
contaminantes. Ces prélévements doivent étre réalisés si possible aprés 15 jours d’arrét de
toute antibiothérapie (fenétre thérapeutique) si I'état du patient le permet et avant toute
antibioprophylaxie chirurgicale afin de diminuer le risque d’obtenir des prélevements
faussement négatifs. Il est recommandé de réaliser 5 prélévements (au minimum 3) dans des
zones différentes et si possible macroscopiquement pathologiques pour augmenter la
sensibilité de cet examen et faciliter I'interprétation des résultats (discrimination entre une
contamination ou une réelle infection par des bactéries de la flore commensale

cutanéomuqueuse) (45).

Une ponction de liquide articulaire peut étre effectuée en préopératoire pour les diagnostics

d’arthrite septique, surtout si I’état clinique du patient nécessite l'instauration d’une
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antibiothérapie en urgence avant le prise en charge chirurgicale risquant de négativer les
préléevements peropératoires. L'inoculation de ce liquide articulaire dans des flacons

d’hémocultures permet d’augmenter la sensibilité de la détection des bactéries (46).

Les prélevements superficiels (escarres, fistules, plaies ouvertes) réalisés en pré-opératoire
sont a proscrire car le risque de contamination est trop important et ils ne donnent pas dans

la majorité des cas des résultats concordants avec ceux des prélévements profonds (47).

Enfin, des hémocultures méritent d’étre réalisées en cas d’IOA aigué ou de fiévre associée a
une suspicion d’lOA. La positivité de ces hémocultures est un argument supplémentaire pour
le diagnostic lorsque les préléevements ostéo-articulaires sont stériles ou dans le cas ou les

résultats sont difficiles a interpréter.

ii.  Modalités de I'examen microbiologique (45)
Les préléevements doivent étre acheminés rapidement au laboratoire car le transport est une
étape pré-analytique déterminante pour la qualité du résultat. Ils doivent ensuite étre
manipulés en condition d’asepsie stricte (hotte a flux laminaire, gants et matériel stériles

changés dés que nécessaire).

Les prélévements solides doivent étre broyés (de préférence grace a des poudriers a billes)
afin de libérer les bactéries du biofilm ou de la matrice osseuse. Un examen direct doit étre
réalisé afin de réaliser une évaluation semi-quantitative des polynucléaires neutrophiles et
rechercher la présence de bactéries grace a la coloration de Gram, méme si la sensibilité est

tres faible (6 a 30% en fonction du recrutement), car la spécificité est excellente.

Les liquides et broyats sont ensemencés sur des milieux riches (gélose au sang et au sang cuit,
milieux liquides type Schaedler ou bouillon cceur-cervelle) incubés sous différentes
atmospheres (CO2, anaérobie) au minimum 14 jours afin d’assurer la détection des bactéries
au métabolisme ralenti. Une identification et un antibiogramme doivent étre réalisés sur tous
les aspects de colonies isolées notamment pour les staphylocoques car on peut observer
plusieurs phénotypes de résistance pour une méme espece bactérienne chez un méme
patient. En cas de forte suspicion clinique d’IOA et de négativité de la culture des

prélevements, des approches moléculaires (PCR universelle ciblant I'ADN ribosomal 16S ou
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PCR spécifique) pourront étre utilisées. Cependant, la sensibilité de la PCR universelle reste

imparfaite (75%) (48).

iii.  Interprétation des résultats microbiologiques
L'interprétation biologique des résultats dépend du contexte clinique, de la ou les espéces
identifiées, de la nature et du nombre de prélévements positifs, du nombre et milieux positifs
pour un méme prélevement et du délai de positivité. Il n'y a pas de consensus pour
I'interprétation des résultats microbiologiques mais les critéres les plus classiquement retenus

pour retenir le diagnostic d’|OA sont (45) :

— Présence d’un prélévement profond positif avec une bactérie n’appartenant pas a la
flore cutanée (S. aureus, P. aeruginosa, entérobactéries, S. pneumoniae etc.),

— Présence d’au moins 3 prélévements per-opératoires ou 2 prélevements espacés dans
le temps positifs a la méme bactérie (méme espéce et méme antibiogramme)
appartenant a la flore cutanée et pour laquelle I'isolement pourrait étre associé a une
contamination (staphylocoques a coagulase négative, Cutibacterium acnes,

corynébactéries etc.)

En paralléle des prélevements bactériologiques, il est aussi recommandé de réaliser un
examen anatomopathologique pour orienter le diagnostic vers une origine bactérienne
(infiltration de neutrophiles), fongique (levure, filaments) ou mycobactérienne (granulomes

épithelioides).
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IV. Prise en charge thérapeutique conventionnelle des infections

ostéo-articulaires

La prise en charge thérapeutique des IOA doit étre multidisciplinaire et décidée en
concertation entre infectiologues, chirurgiens et microbiologistes dans le but de pouvoir
personnaliser le traitement et proposer la meilleure stratégie médico-chirurgicale permettant

de limiter le risque d’échec ou de séquelles fonctionnelles.

1) Prise en charge chirurgicale
La prise en charge chirurgicale des IOA est primordiale et a pour but de réduire au maximum
I'inoculum bactérien en éliminant les tissus infectés, nécrotiques et les séquestres osseux et
en ne laissant que les tissus bien vascularisés dans lesquels les antibiotiques pourront diffuser.
Les techniques chirurgicales utilisables pour le traitement des IOA sont nombreuses et leur
choix dépendra essentiellement de la présence ou non de matériel et le délai d’évolution des

symptomes.

Des ponctions itératives ou un lavage articulaire chirurgical peuvent étre proposés en cas
d’arthrite septique sur articulation native (49). Une prise en charge avec une stratégie
conservatrice (lavage articulaire avec un large débridement : synovectomie-lavage incluant
I’exérese de la néo-capsule, la néo-synoviale, le changement des piéces mobiles de la prothése
et le maintien du reste du matériel) peut également étre adoptée pour les infections
survenant sur matériel dans le mois suivant la chirurgie et en I’'absence de descellement de la

prothése (11).

Au-dela de 4 semaines, on considere que le biofilm est trop développé pour espérer une
éradication de l'infection avec une arthrotomie-lavage et une antibiothérapie. Dans ce cas, le

changement du matériel est nécessaire. L'approche peut alors se faire de deux maniéres :
- Procédure en deux temps

C’est la procédure actuellement recommandée (3). Elle consiste a éliminer lors d’'une premiére
opération le matériel et les tissus infectés. L'articulation est alors laissée sans matériel,
I"utilisation d’un « espaceur » permettant de préserver la fonction motrice de I'articulation et

d’éviter la rétractation des tissus avant la mise en place d’un nouveau matériel, avec des
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ciments imprégnés par des antibiotiques afin d’obtenir une antibiothérapie locale (50). La
réimplantation d’'une nouvelle prothése se fait lors d’'une seconde chirurgie, aprées plusieurs
semaines a plusieurs mois. Lors d’une chirurgie en « deux temps court », elle se fait 4 a 6
semaines apres la dépose, avant I'arrét des antibiotiques. Pour une stratégie « 2 temps long »,
une fenétre thérapeutique de 15 jours est réalisée avant la réimplantation, en général 3 mois
apres la dépose et une antibiothérapie probabiliste est alors réinstaurée apreés la chirurgie.
Dans les deux cas, la stérilité des prélevements peropératoires réalisés lors de I'opération de

réimplantation de la prothése permet d’arréter les antibiotiques.

- Procédure en un temps

L’excision de tous les éléments prothétiques et osseux infectés se fait avant implantation dans
le méme temps chirurgical d’'une nouvelle prothése avec un ciment contenant des
antibiotiques suivi d’une antibiothérapie. Cette stratégie est principalement indiquée pour
traiter certaines infections de prothése de hanche (débridement important possible) (3). Elle
peut étre envisagée pour les patients fragiles ne pouvant pas subir plusieurs chirurgies, si le
geste chirurgical a réaliser n’est pas compliqué, si la documentation bactériologique est
certaine avant la chirurgie et la bactérie est facile a traiter (absence de bactéries multi
résistantes aux antibiotiques couramment utilisés, de P. aeruginosa, de mycobactéries ou de
champignons), en I'absence d’antécédents d’IOA ou de problémes de couverture cutanée (2).
Les principaux intéréts de ce type de chirurgie sont un meilleur score de qualité de vie pour le

patient et colt de prise en charge plus réduit (51).

Le changement de la prothése est réalisé en un temps plutét qu’en deux temps a une
fréquence tres variable selon les centres et il n’existe malheureusement pas de consensus sur
le type de chirurgie a privilégier. Les données disponibles dans la littérature sont issues
principalement d’études monocentriques non comparatives. La méta analyse de Kunutsor
et al. n’a pas montré de différences significatives entre les pourcentages de réinfection suite
a la prise en charge d’une infection de prothése de genou en 1 ou 2 temps (52). Cependant,
les groupes de patients des cohortes de chirurgies réalisées en un temps sont probablement
sélectionnés différemment de ceux des études avec des changements en 2 temps, ce qui

entraine des biais d’interprétation importants.
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2) Traitement médical

a) Principes généraux de I’antibiothérapie
Une antibiothérapie probabiliste est instaurée en postopératoire immédiat apres la réalisation
des préléevements (ciblant en général a la fois les bacilles a Gram négatif et les cocci a Gram
positif) et est réadaptée avec les résultats des examens microbiologiques. Dans la phase
initiale, il est actuellement recommander d’administrer les antibiotiques par voie
intraveineuse (au minimum pendant 2 semaines) pour obtenir des concentrations
plasmatiques élevées avant d’envisager un relai par voie orale (2). Cependant, un essai
clinique récent multicentrique randomisé publié dans le New England Journal of Medicine
suggere que l'administration per os trés précoce (moins de 7 jours aprés le début des
antibiotiques) permettrait d’obtenir des résultats équivalents a une antibiothérapie
intraveineuse de 6 semaines (53). Des antibiotiques utilisés en bithérapie, bactéricides,
présentant une bonne diffusion osseuse et actifs sur le biofilm sont a privilégier. La durée de

I’antibiothérapie est variable selon l'indication (6 semaines a 3 mois) (2).

L’antibiothérapie prolongée pouvant entrainer I'apparition de nombreux effets indésirables,
une surveillance clinique (tolérance digestive, allergie) et biologique (hémogramme, bilan
hépatique et rénal) rapprochée est nécessaire. Les interactions médicamenteuses peuvent
étre nombreuses notamment en cas d’utilisation de rifampicine (inducteur enzymatique du
cytochrome P450). Un dosage sanguin des antibiotiques est souvent nécessaire pour s’assurer

de I'obtention de concentrations sanguines efficaces et de I'absence de surdosage.

En cas d’infections chroniques pour lesquelles une prise en charge chirurgicale adaptée est
impossible car associée a un pronostic fonctionnel trop mauvais ou a un risque opératoire et
anesthésique trop important, une antibiothérapie suppressive pourra étre indiquée dans le
but d’inhiber la réplication bactérienne autour de la prothése, de limiter le risque de géne
fonctionnelle et de sepsis. Elle consiste a la prise quotidienne d’antibiotiques en général en
monothérapie par voie orale (2). L'antibiotique choisi doit avoir un bon profil de tolérance et
il faut pouvoir s’assurer de I'observance de ce traitement par le patient. Il n’y a cependant pas
de consensus sur les indications précises, le choix des antibiotiques et la durée de cette

antibiothérapie suppressive.
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b) Particularités du traitement des infections a S. aureus
Les antibiotiques utilisés en premiére intention dans la phase initiale du traitement par voie
intraveineuse d’une I0A a staphylocoque sont les B-lactamines (pénicilline M ou cefazoline)
en cas de sensibilité a la méticilline (SASM) ou les glycopeptides (vancomycine ou
teicoplanine) en cas de résistance a la méticilline (SARM). Ces deux classes d’antibiotiques
ayant une faible capacité de diffusion dans I'os, ils sont utilisés a forte posologie, exposant a

un risque majoré d’effets indésirables (54).

La rifampicine a un réle majeur dans le traitement des IOA a staphylocoque car elle a une
bonne biodisponibilité et excellente diffusion osseuse, associée a une bonne activité contre
les staphylocoques intracellulaires et antibiofilm (54-56). Cependant, il s’agite d’un
antibiotique qui doit étre utilisé avec précaution car le risque d’émergence rapide de
résistances est important. La rifampicine est classiguement introduite de maniere différée par
rapport aux autres antibiotiques, afin qu’elle ne se retrouve pas en monothérapie au début
du traitement dans certains tissus ou elle aurait diffusé plus rapidement que l'antibiotique
associé. Elle est toujours prescrite en bithérapie afin de limiter le risque de sélection de
mutants résistants. Lors du relai oral, il est recommandé d’utiliser une bithérapie contenant si
possible de la rifampicine accompagnée en premiére intention d’une fluoroquinolone
(excellente biodisponibilité, action sur les bactéries intracellulaires et le biofilm) ou en
deuxieme intention (en cas d’allergie ou de résistance aux fluoroquinolones) par le

cotrimoxazole, la doxycycline ou la clindamycine (2).

Par ailleurs, les I0A a staphylocoque sont des pathologies nécessitant parfois la prescription
d’antibiotiques hors AMM, comme la daptomycine et le linézolide, du fait de leur spectre
d’activité, leur profil de tolérance et/ou leur activité antibiofilm. La daptomycine est un
lipopeptide cyclique bactéricide qui dispose d’'une AMM dans le traitement des infections
compliquées de la peau et des tissus mous, des bactériémies et endocardites du coeur droit a
S. aureus. Dans le contexte des IOA, elle est utilisée principalement en alternative aux
glycopeptides, notamment en cas d’insuffisance rénale. Cet antibiotique pénétre rapidement
dans le biofilm et serait intéressant en association avec la rifampicine (57,58). En raison d’une
faible pénétration dans le tissu osseux, les données de la littérature supportent sa prescription
a des doses supérieures a celles utilisées pour les autres indications

(> 6 mg/kg/jour) (59,60). Le linézolide est un antibiotique bactériostatique qui possede une
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AMM dans le traitement des pneumonies et infections de la peau et des tissus mous a
bactéries a Gram positif. Il présente I'avantage d’avoir une excellente biodisponibilité orale.
Cependant, sa toxicité hématologique en cas de traitement prolongé limite ses indications

dans le traitement des I0A (61-63).

Enfin, les molécules utilisables pour I'antibiothérapie suppressive des IOA a staphylocoques
sont les céphalosporines orales en priorité (cefalexine ou cefadroxil) ou clindamycine,
amoxicilline-acide clavulanique pour les infections SASM et cotrimoxazole, doxycyline pour les

infections a SARM. L'utilisation de la rifampicine en monothérapie n’est pas recommandée

(3).

3) Particularités des infections ostéo-articulaires complexes et réle des centres de
référence régionaux des infections ostéo-articulaires complexes

Dans le but d’améliorer I'orientation et le traitement des patients atteints d’IOA, la Direction

Générale de I'Offre de Soin a créé en 2008 un réseau constitué aujourd’hui de 9 centres de

référence régionaux des IOA complexes (CRIOAc) et de 21 centres correspondants. Ces centres

ont pour missions de répondre aux demandes d’avis, de prendre en charge des IOA complexes

et d’organiser des réunions de concertation pluridisciplinaires (RCP) (64). Les IOA complexes

sont définies par le Ministére de la santé selon les critéres suivants :

- Le statut du patient: la présence de sévéres comorbidités limitant le
programme thérapeutique ou une (des) allergie(s) aux antibiotiques,

- Le caractere difficile a traiter du microorganisme isolé (résistance aux
antibiotiques ou microorganisme nécessitant un traitement prolongé),

- La nécessité d’une prise en charge chirurgicale particuliére pour réaliser une
reconstruction osseuse et/ou des tissus mous,

- Une rechute

Les missions spécifiques des CRIOAc sont d’évaluer les pratiques, de participer a la rédaction
des recommandations, de promouvoir la recherche et d’assurer de I'enseignement a I’échelle
régionale et nationale dans le domaine des IOA. Le réseau des CRIOAc utilise un site national
dédié pour la collecte des données épidémiologiques, cliniques, microbiologiques et

thérapeutiques des IOA. Entre 2012 et 2017, prés de 20 000 patients ont été pris en charge
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dans le cadre du réseau des CRIOAc. Leurs dossiers ont été discutés pour la moitié des patients
en RCP au moins 2 fois. Si ce réseau a un co(t pour la Direction Générale de La Santé (budget
annuel de 150 000€ par an par CRIOAc), il permet de développer des centres possédant une
expertise trés importante dans le but d’améliorer la prise en charge des patients atteints

d’lOA, et au final induire des économies importantes (65).
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PARTIE B : PHAGOTHERAPIE

I. Bactériophages-Généralités

1) Définition
Les bactériophages sont des virus infectant naturellement les bactéries avec une grande
spécificité. lls constituent I’entité biologique la plus répandue dans la nature, notamment dans
les milieux aquatiques. Un litre d’eau de mer contient environ 10'° particules virales et le
nombre de bactériophages sur Terre est estimé a 1030 (66). Les phages sont également
retrouvés en grandes quantités au sein des microbiotes humains. L’intestin contient environ

5.10° phages par gramme de selles (67).

lIs ont un impact écologique majeur car ils participent au controle des populations
bactériennes, au transfert d’informations génétiques entre bactéries et aux cycles d’éléments

comme le carbone, I'azote et le phosphore (68,69).

2) Classification et structure
Les bactériophages présentent une grande diversité. On estime qu’il existe entre 100 000 et
plusieurs millions d’espéeces de bactériophages différents (70). Les premiéres classifications
reposaient sur leur taille, leur spectre d’ho6te et leur résistance aux agents physico-chimiques
et plus tard sur leur morphologie, étudiée par microscopie électronique (71,72). En 1967,
Bradley a proposé une classification comportant six types de bactériophages sur la base de: la
présence ou I'absence et taille de la queue, la contractilité de la gaine, I'aspect de la capside
et le type d’acides nucléiques (de type ADN ou ARN, simple brin ou double brin, qui varie de
3,5 kb et 500 kb) (73). La classification actuellement retenue par I'ICTV (International
Committee for Taxonomy of Viruses) est toujours basée sur les différences de morphologies
et de composition de I'acide nucléique et comprend 14 familles (74). Les phages les plus
représentés appartiennent a I'ordre des Caudovirales (96% des phages) correspondant a ceux
possédant une téte et une queue et comprenant les familles des Myoviridae (queue longue,
droite et contractile), des Siphoviridae (queue longue et non contractile), des Podoviridae
(queue courte et rigide) (75). Les phages ont une taille comprise entre 60 et 300 nm. Leurs

différentes structures sont illustrées dans la Figure 3 avec I'exemple du phage T4 (un des
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phages les plus étudiés en laboratoire et appartenant a la famille Myoviridae), des phages T5

et lambda (famille Siphoviridae) et du phage T7 (famille Podoviridae).

Head
- Head
Collar
Tail Connector
pL- Tail fibers
Tail
Long tail fibers Baseplate
Phage T4 (Myoviridae) Phage T7 (Podoviridae)
Head
L inmeciing
Tail
(T [T

Phages lambda et T5 (Siphoviridae)
Figure 3 : Structure des trois familles de bactériophages appartenant a I'ordre des Caudovirales
(d’apres Novik et al. (76))
3) Historique de la phagothérapie

a) Découverte des bactériophages et enthousiasme initial pour la
phagothérapie
L’histoire de la découverte des bactériophages s’est étalée sur deux décennies (77). Les

premiéres observations remontent a la fin du 19°™¢ siécle. En 1986, Ernest Hankin a rapporté
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la présence d’une activité antibactérienne importante de I’eau du Ganges et de la Yamuna en
Inde envers Vibrio cholerae (78). Cependant, la nature de I'agent responsable de cette activité,
filtrable et sensible a la chaleur, n’a pas été identifiée a I'époque. Le microbiologiste anglais
Frederick Twort a ensuite décrit un phénomeéne similaire 20 ans plus tard en émettant
I’hypothese qu’il pouvait étre lié a un agent de nature virale (79). A la méme période, Félix
d’Hérelle, microbiologiste franco-canadien, a isolé dans des filtrats de selles de patients
atteints de dysenterie des « microbes invisibles » ayant un effet antibactérien, qu’il a appelés
plus tard bactériophages (6). La découverte des bactériophages lui est attribuée. Il a montré
gue la quantité de phages augmentait durant I'infection et atteignait un pic au moment de la
guérison. Il a ensuite mené les premiers essais de phagothérapie chez I'animal pour prévenir
I'infection a Salmonella gallinarum chez le poulet et a Shigella dysenteriae chez le lapin. Fort
des résultats montrant que I'administration de phages permettait de réduire la mortalité des
animaux et la durée des épidémies, il a poursuivi ses investigations et initié I'administration
de phages chez 'Homme dans les années 1920 en testant I'innocuité de suspensions de
phages sur lui-méme et ses collégues puis en I'administrant avec succes a des patients atteints
de «dysenterie bacillaire » ou du choléra (80). Ces travaux n’ayant pas été publié
immédiatement, le premier rapport d’utilisation de bactériophages chez 'Homme date de
1921 par Richard Bruynoghe et Joseph Maisin pour traiter des infections cutanées a

staphylocoque (81).

b) Remise en question et abandon du développement de la phagothérapie
dans les pays occidentaux

Malgré ces premiers succes de l'utilisation des phages en thérapeutique humaine et la
commercialisation de formulations développées par le laboratoire de Félix d’'Hérelle a Paris
ou la société Eli Lilly aux Etats Unis, la phagothérapie fut I'objet de critiques dans les années
1930. Le conseil de la Pharmacie et de la Chimie Américain a émis un rapport soulevant le
probléeme du manque de connaissances sur la nature biologique des bactériophages, I'absence
de standardisation de leur préparation et de critéeres de purification, rendant impossible la
comparaison des différentes études entre elles (82). La seconde guerre mondiale et la
commercialisation des premiers antibiotiques ont entrainé un déclin de l'intérét porté aux
phages et un abandon des recherches pour répondre aux problématiques soulevées dans ce

rapport. En effet, contrairement aux phages, les antibiotiques avaient I'avantage d’étre faciles
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a produire, stables durant le processus de production et d’avoir un large spectre d’activité.
Felix d'Hérelle était assigné a résidence a Vichy pendant la seconde guerre mondiale (80). Dans
ce contexte, la phagothérapie a été abandonnée a cette période aux Etats-Unis ou en Europe
de I'Ouest. Cependant, I'utilisations de bactériophages en médecine humaine a été poursuivie
en Europe de I'Est et est toujours aujourd’hui une option thérapeutique majeure dans ces
pays. L'institut Eliava a Thilisi en Géorgie, fondé en 1923 par Félix d'Herelle et George Eliava,
assure depuis sa création la production des cocktails de bactériophages (83). lls étaient
administrés dans ces pays dans de nombreuses indications a visée thérapeutique (dont les

IOA) mais également préventive (7).

c) Emergence des résistances bactériennes au niveau mondial et regain
d’intérét pour la phagothérapie

L’'émergence des résistances bactériennes aux antibiotiques liée a leur utilisation massive
depuis plusieurs décennies est une source d’inquiétude majeure en santé publique.
L'Organisation Mondiale de la Santé a souligné dans son premier rapport sur la résistance aux
antibiotiques en 2015 la menace d’une « ére post-antibiotique » ou les infections courantes
redeviendraient mortelles (84). L'impossibilité de traiter certaines infections causées par des
bactéries multi-résistantes serait actuellement responsable de 30 000 déces par an dans
I’'Union Européenne et 700 000 au niveau mondial, chiffre qui pourrait augmenter jusqu’a 10
millions en 2050 entrainant un co(t de 100 billions de dollars (85,86). Le développement de
nouvelles alternatives thérapeutiques constitue donc une priorité pour la communauté
médicale et scientifique internationale, qui s’intéresse au développement de la phagothérapie
depuis le début des années 2000 mondialement. De nombreuses études, dont les résultats
actuels sont synthétisés dans cette thése, ont été conduites ou sont en cours dans le but
d’isoler de nouveaux bactériophages et de décrire leur efficacité dans des modeles
d’infections bactériennes ou dans le cadre d’essais cliniques. On assiste également a la
création de centres spécialisés dans la production et/ou I'administration de bactériophages
dans les pays occidentaux comme le centre de I’Université de Californie a San Diego aux Etats-
Unis (Center for Innovative Phage Applications and Therapeutics (IPATH)) ou I’hépital militaire

Reine Astrid en Belgique (87).
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4) Mécanisme d’action des bactériophages

a) Cycle de réplication

Comme les autres virus, les bactériophages ne peuvent pas se multiplier par eux-mémes. lls

ont besoin d’infecter une cellule hote, la bactérie, dans le but de détourner la machinerie

cellulaire a leur profit afin de produire de nouveaux virions. La premiére étape de ce cycle de

réplication illustré sur la Figure 4 consiste en I'adsorption des bactériophages sur la bactérie.

Cette étape nécessite un contact par collision aléatoire et repose sur une reconnaissance

spécifique de récepteurs bactériens (lipopolysaccharide, peptidoglycane, acides teichoiques)

par des protéines se situant a I'extrémité de la queue du phage. Le génome du bactériophage

est alors injecté dans la bactérie et son devenir permet de séparer les phages en deux

principaux groupes : les phages dits « virulents » ou « lytiques » et ceux dits « tempérés » ou

« lysogéniques » (69).

Induction

Lysogenic
cycle

Assembly

Prophage DNA injection

Prophage
establishment

Lytic cycle

C> &_/
Transcription

and translation

Replication

Figure 4 : Cycle de réplication des bactériophages (d’aprés Salmond et al. (69))
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i.  Cas des bactériophages lytiques
Les bactériophages virulents vont utiliser la machinerie cellulaire de la bactérie pour se
répliquer en rentrant dans un cycle lytique qui va aboutir a la destruction de la bactérie et
conférant donc aux bactériophages une activité bactéricide. L'expression des génes précoces
du bactériophage permet tout d’abord de rediriger le métabolisme bactérien vers la
production d’acides nucléiques et protéines viraux. Aprés assemblage des nouveaux virions
au sein de la bactérie, ils sont libérés lors de la lyse de la bactérie grace a I'action d’enzymes
(holines et lysines), dont le mécanisme d’action est décrit ci-apres, et pourront infecter
d’autres bactéries. Aprés une période de latence, correspondant a l'intervalle de temps entre
I’adsorption des bactériophages et la lyse bactérienne nécessaire a I'infection et la réplication
des premiers bactériophages, la production de nouveaux virions sera exponentielle jusqu’a
atteindre un plateau, du fait de I'absence de bactéries encore vivantes pour assurer leur
amplification. Le nombre moyen de particules virales actives libérées apres chaque lyse

bactérienne est appelé « burst size ».

ii.  Cas des bactériophages tempérés
Dans le cas des bactériophages tempérés, apres pénétration de I'acide nucléique dans la
bactérie, le génome viral va s’intégrer dans le chromosome bactérien sous forme de prophage.
Il est ensuite répliqué au sein du génome au cours d’une ou plusieurs générations. Les génes
viraux déléteres pour la bactérie ne sont alors pas exprimés. Les prophages peuvent favoriser
la survie bactérienne grace a différents mécanismes : protection de I'infection par un phage
lytique, gain de fonctions lié aux génes viraux favorisant la multiplication bactérienne,
augmentant la virulence ou la résistance aux antibiotiques. Sous I'action d’un stress, le
matériel génétique du prophage peut étre excisé du génome bactérien et entrer dans un cycle
lytique, qui conduire a une destruction de la bactérie qui I’abrite selon le méme processus que
les bactériophages strictement lytiques. Dans le cas de la phagothérapie, les bactériophages
lysogéniques ne sont pas utilisés afin d’éviter le risque de transfert de génes codant pour des

facteurs de virulence ou de résistance entre bactéries.
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b) Production d’enzymes lytiques par les bactériophages
L'action lytiqgue de la majorité des phages est liée a la présence d’une cassette génétique
permettant la synthése d’un couple de protéines synergiques, le systéme

holine-endolysine.

i. Lesholines (88)
Les holines sont responsables de la formation de pores (1 a 3 par bactérie, diametre moyen
de plus de 340 nm) dans la membrane cytoplasmique bactérienne. Elles permettent de
contréler la durée du cycle infectieux du phage avant lyse bactérienne. En effet, leur action
intervient en synchronisation avec les phases de réplication tardive du bactériophage pour
optimiser le moment de lyse qui ne doit pas étre trop précoce afin qu’un maximum de néo-
virions soient assemblés, ni trop tardive afin de ne pas réduire les opportunités d’infection
d’autres bactéries. Pour cela, elles s’accumulent au niveau de la membrane cytoplasmique
sans dommage pendant les phases de réplication et d’assemblage des nouvelles particules
virales. Une fois en concentration suffisante, les holines entrainent la perforation de la
membrane cytoplasmique subitement, permettant ainsi l'accés des endolysines au

peptidoglycane constituant la paroi bactérienne.

ii.  Lesendolysines (89-91)
Les endolysines (aussi connues sous le nom de lysines, enzymes mura/muréolytiques) sont
un ensemble d’enzymes qui s’accumulent dans le cytoplasme bactérien pendant la réplication
des bactériophages car elles ne peuvent étre transloquées a travers la membrane
cytoplasmique avant formation de pores par les holines et qui agissent donc a la fin du cycle

viral.
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Figure 5 : Structure de la paroi bactérienne et cibles des endolysines (d’aprés Loessner et al.

(91))

(a) Structure des bactéries a Gram positif et négatif. Aprés formation de pores dans la
membrane bactérienne par les holines, les endolysines peuvent dégrader le peptidoglycane.
(b) Structure moléculaire du peptidoglycane de type Al y. Il est composé de deux peptides
(gris foncé) reliés par un pont et de sucres (gris clair).

Les liaisons pouvant étre dégradées par les endolysines sont désignées par les fleches rouges
grace aux activités enzymatiques suivantes: N-acetylmuramoyl-L-alanine amidase (1), L-
alanoyl-D-glutamate  endopeptidase (2), D-glutamyl-m-DAP  endopeptidase (3),
endopeptidase agissant sur le pont interpeptide (4), B-N-acetylglucosaminidase (5), N-
acetylmuramidase (ou muramoylhydrolase ou lysozyme) (6)

Abréviations : CCWP : carbohydrate cell wall polymer, GIcNAc: N-acetyl glucosamine,
LU : linkage unit, m-DAP : meso diaminopimelic acid, MurNAc : N acetyl muramic acid,
P : groupement phosphate.

Les endolysines permettent alors la dégradation de la paroi bactérienne en hydrolysant les
liaisons du peptidoglycane grace a différentes activités enzymatiques (Figure 5) : amidase,
endopeptidase et dégradation des liaisons du groupement carbohydrate. La forte pression
intracellulaire entraine alors une fuite du cytoplasme bactérien vers I'extérieur et une lyse

osmotique de la bactérie puis la libération de nouveaux virions.
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Les endolysines ont une structure différente selon le type de bactéries cibles, en lien avec les
différences de composition et de structure de leurs parois. Les endolysines actives sur les
bactéries a Gram positif sont composées de deux domaines. Le domaine N-terminal porte
I’activité enzymatique. Le domaine C-terminal est responsable de la spécificité d’action et de
la haute affinité de I'’endolysine envers son substrat en permettant I'attachement a la paroi
bactérienne. Il agit également comme un domaine régulateur en bloquant |'activité
enzymatique du domaine N-terminal tant qu’il n’a pas reconnu son ligand. Les endolysines
agissant sur les bactéries a Gram négatif sont, quant a elles, de petites protéines globulaires

composées d’un seul domaine enzymatique.

Ces enzymes peuvent également agir par voie exogéne lorsque le peptidoglycane est
accessible (bactéries a Gram positif), sans que la bactérie soit infectée par le bactériophage.
Au contraire, la membrane externe des bactéries a Gram négatif les protege théoriquement
contre leur action. Cette propriété, méme si pour l'instant principalement limitée aux
bactéries a Gram positif, permet d’envisager 'utilisation de ces lysines en thérapeutique
(« enzybiotiques ») en alternative a la phagothérapie. Par exemple, la lysine CF-301 active
contre les staphylocoques, est actuellement |'objet d’un essai clinique de phase 2 pour traiter

des patients atteints de bactériémie ou d'endocardite a SARM (92).
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Il. Intérét et utilisation des bactériophages en thérapeutique humaine

1) Antibiotiques et bactériophages

a) Avantages des bactériophages par rapport aux antibiotiques
Les bactériophages sont une alternative thérapeutique intéressante par rapport a
I'antibiothérapie grace a plusieurs avantages. Tout d’abord, les bactériophages sont les seuls
agents antibactériens dont la concentration augmente au niveau du foyer infectieux avec le
temps grace a leur capacité a se multiplier rapidement en présence de bactéries (93,94). Cette
propagation virale permet théoriqguement d’obtenir un « traitement autoentretenu » jusqu’a
ce que les bactéries soient éliminées alors que les antibiotiques sont, eux, éliminés et/ou
dégradés rapidement et doivent faire I'objet d’administrations répétées parfois plusieurs fois
par jour ou en continu. Contrairement aux antibiotiques qui sont responsables d’effets
indésirables importants (atteinte rénale, hépatique ou auditive, allergie etc.), les études
décrivant I'utilisation de bactériophages chez ’'homme (détaillées plus loin dans cette these)
ne rapportent pas ou peu d’effets iatrogenes pouvant leur étre attribués si la suspension de
bactériophages est bien purifiée (élimination des toxines bactériennes). Par ailleurs, les
bactériophages ont un faible impact sur le microbiote intestinal grace a leur spécificité d’hote
(95,96). Ceci est un avantage majeur par rapport aux antibiotiques qui peuvent étre
responsables de la destruction d’'une partie de la flore digestive normale et de I'apparition
d’une dysbiose a l'origine i) d’effets indésirables parfois importants (troubles digestifs,
infections opportunistes secondaires comme les mycoses ou les diarrhées a Clostridium
difficile) et ii) I'’émergence d’especes bactériennes résistantes a ces antibiotiques. Enfin, les
bactériophages restent actifs sur les bactéries présentant des résistances aux antibiotiques

puisque leurs mécanismes d’action sont compléetement différents (97).

En revanche, le principal inconvénient de l'utilisation des bactériophages est leur spectre
d’action étroit (restreint a une espéce bactérienne) qui limite leur utilisation en traitement
probabiliste, contrairement aux antibiotiques a spectre large. La mise en place du traitement
nécessite au préalable I'isolement de la souche bactérienne pour caractériser sa sensibilité
aux différents bactériophages grace a la réalisation du « phagogramme » (voir paragraphe

[1.2.) afin de sélectionner les plus actifs.
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b) Association synergique des bactériophages avec les antibiotiques
L'effet synergique de I'association entre bactériophages et antibiotiques (effet de I'association
supérieur a la somme des effets des deux agents utilisés séparément) a été démontré dans de
nombreuses études in vitro pour différentes classes d’antibiotiques
(B-lactamines, fluoroquinolones, aminosides, tétracyclines) et est couramment nommé effet
« PAS » dans la littérature (Phage-Antibiotic Synergy) (98). Cette synergie est expliquée par le
fait que des concentrations subinhibitrices d’antibiotiques peuvent stimuler la production de
bactériophages par la bactérie infectée, probablement en favorisant I'apparition de
phénotypes de type filamentation ou aggrégation des bactéries suite a I’activation du systeme
SOS de réponse au stress (99—103). Kim et al. ont montré qu’un retard de la lyse des bactéries
infectées par des bactériophages était observé en cas d’utilisation concomitante
d’antibiotiques, permettant un allongement du temps pendant lequel de nouveaux virions
pouvaient étre assemblés au sein de la bactérie (103). Ce retard était expliqué dans cette
étude par le fait que I'augmentation de la production d’holines en présence d’antibiotiques
était insuffisante par rapport a 'augmentation de la taille de la bactérie pour entrainer la
formation de pores dans la membrane aussi rapidement qu’en I'absence d’antibiotiques.
L’effet PAS pourrait étre observé méme en cas de résistance aux antibiotiques et a été décrit

aussi bien pour des bactéries en phase planctonique ou dans des biofilms (101,104).
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Figure 6 : lllustration de I'effet synergique observé par Comeau et al. entre antibiotiques et
bactériophages (99).

A gauche : diametres d’inhibition de croissance d’E. coli formés en présence de disques
imprégnés d’antibiotiques (en I'absence de bactériophages)

A droite : visualisation de plages de lyse bactérienne par les bactériophages de taille
augmentée en cas de synergie entre le bacteriophage dMFP et certains antibiotiques (disques
contenant de I'aztréonam (AZ) ou de la céfixime (CE) marqués d’un +) ou de taille normale en
présence des autres antibiotiques (gentamicine (G), cotrimoxazole (SXT), tétracycline (TE) ou
amoxicilline (AM))

La Figure 6 illustre I'effet PAS observé dans I'étude de Comeau et al (99). Des disques
d’antibiotiques sont déposés sur une gélose contenant des bactériophages en présence d’un
tapis bactérien (E. coli). Dans cet exemple, la taille des plages de lyse bactérienne entrainées
par la multiplication des bactériophages augmente (plus de bactériophages produits) en
présence de B-lactamines comme |'aztréonam ou la céfixime alors qu’elle n’est pas modifiée

en présence de gentamicine, cotrimoxazole, tétracycline ou amoxicilline.

L'intérét de [l'association bactériophages-antibiotiques a aussi été démontré dans de

nombreux modeles in vitro et in vivo d’infections détaillés dans le paragraphe I1.3.
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2) Caractérisation de I'activité antibactérienne des bactériophages sur les bactéries
planctoniques : réalisation du « phagogramme »

Avant |'utilisation de bactériophages dans des modeles in vitro ou in vivo d’infections
humaines, puis chez 'Homme dans le cadre d’essais cliniques ou de traitements
compassionnels, leur activité doit dans un premier temps étre caractérisée sur les bactéries
dans leur forme planctonique. La détermination de la sensibilité d’'une souche bactérienne
aux bactériophages correspond a I’étude de la capacité de ces derniers a infecter les bactéries,
se multiplier et entrainer leur lyse. L'association de deux techniques complémentaires est

généralement utilisée pour la réalisation du « phagogramme ».
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Figure 7 : lllustration des techniques utilisées pour la réalisation du « phagogramme »

A : Visualisation des PFU obtenus avec la technique spot test. Pour les dilutions de la suspension de
phages les plus faibles (pur a 107 a gauche ou 103 3 droite), les PFU sont confluents et non
dénombrables. On dénombre respectivement 8 et 6 PFU aux dilutions 102 et 10 a gauche et 3
droite.

B : Evolution de la DOggonm au cours du temps permettant de suivre la multiplication bactérienne en
I’'absence ou en présence de bactériophages
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a) Technique spot test et calcul du score EOP (Efficiency of plating)
La réalisation du spot test repose sur la visualisation de plages de lyse bactérienne appelées
« PFU » (Plaque forming units) grace a la culture de la souche bactérienne en milieu solide en
présence de différentes dilutions d’une suspension de bactériophages (habituellement
dilutions successives au 1/10°™). Si le bactériophage est actif sur la bactérie, aprés une nuit
d’incubation, on observe la formation des PFU correspondant a une zone d’inhibition de la
croissance bactérienne par les bactériophages. Lorsque les bactériophages sont concentrés,
les PFU sont confluentes et indénombrables a des dilutions faibles mais deviennent
dénombrables pour les dilutions les plus importantes (Figure 7A). Le calcul du score EOP
permet de normaliser le titre phagique obtenu en rapportant le nombre de PFU obtenu pour
la souche d’intérét a celui obtenu pour une souche de référence fortement sensible a ce
bactériophage. Plus ce score est proche de 1, plus la souche test est sensible au bactériophage
testé (nombre de phages nécessaires a la production d’une PFU lors de I'infection de la souche
test comparable a celui obtenu avec la souche de référence) et plus le bactériophage est
efficace sur cette souche. Au contraire, plus il est proche de 0, moins le bactériophage est actif
(105). Cependant, la formation et la visibilité des PFU peuvent étre influencées par la période
de latence du phage, le nombre de phages libérés aprés la lyse de la bactérie infectées et la

diffusion des bactériophages dans la gélose.

b) Etude de la sensibilité aux bactériophages en milieu liquide (Killing assay)
Pour cette technique, les bactéries sont incubées en présence de bactériophages en milieu
liquide a différentes concentrations ou MOI (Multiplicity of Infection, correspondant au
nombre de phages par bactérie) ou en I'absence de phages. L'interprétation de la courbe de
croissance bactérienne obtenue par suivi de la mesure de la déviation optique a 600 nm
(DO6oonm) au cours du temps, permet alors de caractériser la sensibilité des bactéries aux
bactériophages. En cas de sensibilité aux bactériophages, les bactéries ne se multiplient pas
et la DOsoonm reste proche de sa valeur initiale (Figure 7B). Au contraire en cas de résistance
bactérienne aux bactériophages, les bactéries parviennent a se multiplier et la DOsoonm
augmente. Henry et al. ont également proposé I'utilisation du systéme OmniLog™ (suivi de la
réduction du sel de tetrazolium entrainant un changement de couleur du milieu lors de la
respiration bactérienne) pour caractériser I'activité des bactériophages en milieu liquide

(106). Ces méthodes ont I'avantage de pouvoir étre partiellement automatisées (suivi par un
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automate de la DO) et de limiter les erreurs liées a la variabilité humaine dans la lecture

manuelle des PFU dans le cas du spot test (106,107).

c) Corrélation entre sensibilité in vitro et efficacité in vivo
Il n’existe pas de protocoles standardisés pour ces deux types de techniques et les résultats
peuvent étre parfois difficiles a interpréter. Nous manquons également de donnés pour savoir
si 'étude de la sensibilité d’'une bactérie aux bactériophages in vitro est corrélée au succes
thérapeutique in vivo. En effet, I'environnement complexe du corps humain (production
d’anticorps, d’enzymes etc.) peut théoriquement limiter |'activité des bactériophages
entrainant une surestimation de I’activité des bactériophages par les tests in vitro. Une étude
de Henry et al. s’est intéressée a la corrélation entre les tests de sensibilité in vitro d’'une
souche de P. aeruginosa a 9 bactériophages et les taux de survie de souris présentant une
pneumonie et traitées par chacun de ces bactériophages (108). Les bactériophages les plus
actifs in vivo présentaient un score EOP élevé et une bonne activité en milieu liquide.
Néanmoins, alors que deux des bactériophages avaient des scores EOP élevés et une activité
en milieu liquide similaire, ils étaient associés a des taux de mortalité tres différents (15% vs.
50%). L’activité in vitro n’est donc pas forcément synonyme d’une activité in vivo. Ces données
constituent un argument supplémentaire en faveur de I'utilisation en thérapeutique non pas

d’un seul bactériophage mais d’un assemblage de plusieurs bactériophages.

3) Evaluation de I'efficacité thérapeutique des bactériophages
a) Modeéles in vitro : activité sur les bactéries sanctuarisées

i.  Evaluation de I'activité des bactériophages sur le biofilm
L'utilisation de bactériophages pour leur activité sur le biofilm est intéressante par plusieurs
aspects. Tout d’abord, la forte densité bactérienne au sein du biofilm permet une
multiplication importante des bactériophages. De plus, malgré le ralentissement du
métabolisme bactérien au sein du biofilm, qui peut entrainer une diminution du nombre de
nouveaux virions produits, leur capacité a infecter ces bactéries n’est pas réduite (109,110).
Pearl et al. ont montré que les bactériophages pouvaient infecter des bactéries en dormance
ou « persisters », puis se multiplier et entrainer la lyse bactérienne une fois que ces bactéries
redeviennent métaboliqguement actives (111). La production d’endolysines et la présence

d’exo-polysaccharides  dépolymérases (endorhamnosidase et  dégradation du
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lipopolysaccharide, alginate lyase, endosialidase, hyaluronidase) au niveau de la queue du
bactériophage permettent également de dégrader la matrice du biofilm (112,113). Enfin, les
bactériophages peuvent également induire la production d’enzymes dépolymérases par la
bactérie elle-méme (114). Ces différentes propriétés permettent d’augmenter la pénétration
des bactériophages ou des antibiotiques dans le biofilm mature ainsi que d’augmenter la
sensibilité des bactéries a |’action des antibiotiques en cas de traitement combiné (exposition
des bactéries aux nutriments apres destruction de la matrice et reprise de leur multiplication)

(112).

De nombreuses études ont ainsi décrit I'effet de bactériophages contre des biofilms formés
par des bactéries a Gram positif et négatif dans différents modeles in vitro. Le Tableau 1
détaille les études ayant comparé l'action de bactériophages a celles d’antibiotiques et
démontré I'intérét de les associer pour obtenir un effet synergique pour éradiquer le biofilm

formé par différentes espéces bactériennes (entérobactéries, P. aeruginosa, S. aureus).
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Tableau 1 : Etudes rapportant 'efficacité de bactériophages en comparaison ou association a des antibiotiques pour le traitement de biofilms dans des modéles

in vitro
Référence | Bactérie Phage(s) | Antibio | Modéle de Principales observations
tique biofilm

Tkhilaishvili | S. aureus Sb-1 F, RIF, Billes de verre - Activité dose dépendante des bactériophages sur la matrice du biofilm

2018 (115) (SARM) GP,D, Q - Intérét de I"'administration des bactériophages avant les antibiotiques vs traitement simultané

Yazdi 2018 P. mirabilis vB_PmiS- BL Plague 96 puits - Synergie ampicilline/phage

(116) TH

Kumaran S. aureus SATA-8505 | BL, GP, Plaque 48 puits - Effets faibles de la monothérapie par bactériophages ou antibiotiques

2018 (117) TC, LZ - Synergie si application des bactériophages avant les antibiotiques (vancomycine, cefazoline aux faibles
concentrations)

Chaudhry P. aeruginosa NP1, NP3 BL, Q, - Plaque 24 puits - Effets modérés de la monothérapie phages ou antibiotiques

2017 (118) et cocktail | Col, AM - Cellules - Synergie de certaines combinaisons phages — antibiotiques (ceftazidime, ciprofloxacine)

épithéliales - Intérét de I"'administration des bactériophages 24h avant les aminosides

Mapes 2016 | P. aeruginosa Cocktail Q Plaque 96 puits - Activité dose dépendante des bactériophages pour la prévention et traitement du biofilm

(119) 4¢pC30 - Activité comparable a la levofloxacine

Coulter E. coli, T4, PB-1 AM Disques silicone - Phage T4 plus efficace que la tobramycine pour traiter les biofilms a E coli et association tobramycine-

2014 (120) P. aeruginosa T4 permet d’augmenter I'efficacité bactéricide et de réduire le nombre de bactéries résistantes a la
tobramycine ou au phage dans le biofilm
- Phage P-B1 moins efficace que la tobramycine pour traiter le biofilm a P. aeruginosa et association
tobramycine-PB-1 permet la réduction du nombre de bactéries résistantes au phage ou a I'antibiotique
dans le biofilm a P. aeruginosa sans effet bactéricide supérieur a I'antibiotique seul

Ryan 2012 E. coli T4 BL MBEC Calgary - Faibles concentrations de cefotaxime entrainent une augmentation de production de phages T4

(104) - Association synergique cefotaxime-T4 : réduction concentration minimale pour éradication du biofilm
(MBEC) du cefotaxime

Rahman S. aureus SAP-26 RIF, M, Plaque 96 puits - Synergie phages/antibiotiques, maximale avec la rifampicine

2011 (121) (SARM) GP

Verma 2010 | K. pneumoniae KPO1K2 Q Plaque 96 puits - Action antibiofilm des phages : dépolymérase dependante (modification de la matrice, diminution taille

et 2009 des microcolonies)

(122,123) - Synergie phages/ciprofloxacine, association permet d’empécher I'émergence de mutants résistants a
la ciprofloxacine

Abréviations : BL: beta lactamines, Q: quinolones, Col: colistine, AM: aminosides, GP: glycopeptides, TC: tetracycline, LZ, linezolide RIF: rifampicine,

M : macrolides, F : fosfomycine, D : daptomycine, SARM : S. aureus résistant a la méticilline
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Trois études récentes ont notamment rapporté que I'effet de I’association de bactériophages
anti-P. aeruginosa et anti-S. aureus et de certains antibiotiques (aminosides et vancomycine
ou cefazoline respectivement) contre le biofilm était augmenté si les bactériophages étaient
utilisés avant I'ajout des antibiotiques (115,117,118). D’autres travaux ont permis de montrer
que la combinaison de bactériophages et d’antibiotiques permet également de diminuer la
fréquence d’émergence de mutants résistants aux antibiotiques au sein du biofilm,

phénomeéne fréquent en cas de monothérapie (120,122,124).

La formation de biofilm était bien documentée dans les IOA chroniques, I'utilisation de

bactériophages parait prometteuse dans cette indication.

ii.  Evaluation de I'activité des bactériophages sur les bactéries intracellulaires
Il était traditionnellement admis qu’il n’y avait pas d’interactions entre les phages et les
cellules eucaryotes. Cependant, plusieurs études ont remis en question cette hypothése et
suggerent qu’ils seraient capables i) d’induire des signaux intracellulaires apres interaction
avec les mucines transmembranaires, ii) d’étre internalisés dans les cellules eucaryotes par
phagocytose, pinocytose, endocytose apres reconnaissance de récepteurs membranaires
(acide sialique, intégrines) ou en méme temps que des bactéries qu’ils ont infectées
(mécanisme de « cheval de Troie ») (67,125,126). Cependant, seulement deux études se sont
intéressées a I’évaluation de leur capacité a éradiquer les bactéries internalisées dans des
cellulaires phagocytaires (macrophages ou cellules phagocytaires non professionnelles).
Zhang et al. ont montré que le phage B_SauM_JS25 pouvait pénétrer dans des cellules
épithéliales bovines et permettait la diminution de la quantité de S. aureus intracellulaires par
rapport aux cellules non traitées (127). Cependant, une seconde étude a montré que le
traitement de macrophages infectés par S. aureus par des bactériophages seuls ne permettait
pas d’augmenter I'activité bactéricide des macrophages. Dans cette méme étude, I'adsorption
préalable des bactériophages sur des bactéries avant application sur des cellules entrainait
une diminution significative de la quantité de bactéries intracellulaires par rapport a des

macrophages non traités (128).

b) Données précliniques : modéles animaux in vivo
L'efficacité des bactériophages a été rapportée dans de nombreuses d’études utilisant des

modeles animaux de différents types d’infections : pneumopathies et infections respiratoires
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dans le contexte de mucovicidose (129-135), bactériémie (136—-142), endocardite (143),
méningite (144), infections de la peau et brilures (145-147), I0A (148-150) et ulcérations du
pied diabétique (148-151). Ces différents travaux ont permis |’évaluation i) de plusieurs voies
d’administrations, ii) de I'intérét de l'utilisation des bactériophages en comparaison ou en
association a des antibiotiques et iii) de l'influence du délai avant instauration de la
thérapeutique et de la quantité de phages administrée sur I'efficacité de la phagothérapie

(141,144,149).

Trois études portant sur des modeles animaux d’IOA ont été réalisées a ce jour. Yilmaz et al.
ont notamment comparé ['utilisation d’un bactériophage et d’un antibiotique en
monothérapie et bithérapie dans un modeéle d’ostéomyélite a SARM ou P. aeruginosa (148).
Cette étude a mis en évidence une synergie entre les bactériophages et les antibiotiques
(teicoplanine et imipéneme respectivement) sur la réduction de lI'inoculum bactérien au
niveau du foyer infecté, alors que les phages utilisés seuls n’étaient pas aussi efficaces que les
antibiotiques. L’association du bactériophage anti S. aureus et de la teicoplanine a permis
dans ce modele d’éradiquer le biofilm formé au niveau de I'implant. Dans un second modele
d’ostéomyélite a SARM, Kishor et al. ont montré que le traitement par un cocktail de 7
bactériophages permettait d’obtenir une éradication de linfection, sans séquelles
radiologiques (149). Enfin, Kaur et al. ont proposé I'utilisation préventive de bactériophages
dans un modeéle murin d’infection SARM sur prothése (150). L'implant en acier était coaté par
des bactériophages, du linézolide ou I'association de deux agents. L’efficacité prophylactique

de cet implant était maximale en cas de combinaison des bactériophages et du linézolide.
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c) Evaluation de I'utilisation des bactériophages en thérapeutique humaine

i. De lI'expérience de I'Europe de I'Est aux traitements compassionnels par
bactériophages en Europe de I'Ouest

Les bactériophages sont utilisés couramment en thérapeutique humaine depuis plusieurs
décennies, principalement dans I’ex-Union Soviétique (Géorgie, Russie) et en Pologne, grace
a leur production par I'Institut Eliava (Thbilisi, Géorgie), sous forme de solutions contenant un
ou plusieurs bactériophages (sous forme de cocktails nommés « pyophage », « intestiphage »
etc., encore aujourd’hui commercialisés) dirigés contre différentes espéces bactériennes (S.
aureus, Streptococcus spp., Proteus spp., P. aeruginosa, E. coli, Salmonella spp., Shigella spp.)
(Figure 8). lls sont administrés par voie orale (sous forme liquide ou de comprimés), locale
(compresses imprégnées, crémes), rectale, intraveineuse ou sous forme d’aérosols dans
différents domaines (chirurgie, dermatologie, pneumologie, gynécologie, urologie,

ophtalmologie etc.) a la fois a visée curative ou préventive (152).
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Figure 8: Préparations de bactériophages produits par linstitut Eliava pour le
traitement et la prophylaxie d’infections bactériennes (d’apres Kutateladze et al. (152))

(A) Bactériophage anti-staphylocoque. (B) Pyo-Phage (bactériophages anti S. aureus,
E. coli, Streptococcus spp., P. aeruginosa, Proteus spp.)
Les résultats de I'expérience de la phagothérapie de ces pays ont malheureusement été peu
publiés ou sous forme d’articles peu accessibles pour la communauté scientifique
internationale car rédigés généralement en russe. lls sont brievement synthétisés dans

quelques articles en anglais regroupant des milliers de cas dans lesquels le taux de guérison
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global annoncé est de plus de 90% (7,152,153). Cependant, il est tres difficile d’analyser ces
résultats qui présentent un faible niveau de preuve scientifique a cause de I’'hétérogénéité des
infections qui sont peu détaillées (site, bactérie, caractére aigu ou chronique, mono ou
polymicrobien), de I'absence de groupe controle et de description des critéres utilisés pour
définir le succes thérapeutique, de la nature subjective de I’analyse, de I'absence de données
sur les antibiotiques utilisés en comparaison ou en association aux bactériophages et du

manque d’analyse statistique des résultats.

Face a I'’émergence de pathogenes multi-résistants, plusieurs équipes médicales de pays
occidentaux (principalement Etats Unis, France et Belgique) ont eu recours a la phagothérapie
ces dernieres années pour le traitement compassionnel de "sauvetage" de patients pour
lesquels aucune alternative thérapeutique n'était disponible, pour la plupart avec I'accord des
agences nationales du médicament (Agence nationale pour la sécurité des médicaments et
des produits de santé (ANSM) en France, Food and Drug Administration (FDA) aux Etats-Unis).
Six patients ont notamment été traités a ce jour aux Hospices Civils de Lyon en collaboration
avec la société francaise Pherecydes (5 cas d’'IOA complexes et un cas d’endocardite
infectieuse) dont deux cas ont été récemment publiés (9,10). Le Tableau 2 synthétise les

articles rapportant I'utilisation de bactériophages produits par des pays occidentaux.
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Tableau 2 : Syntheése des articles rapportant I'utilisation de bactériophages produits dans des pays occidentaux pour des traitements « compassionnels »

Référence Infection Bactérie Phages (Origine)/Contréle taux Antibiotiques Evolution clinique
d’endotoxines/Accord agence nationale de associés
santé/modalités d’administration
Aslam 2019 H, 65 ans Staphylococcus aureus Cocktail de 3 phages AB-SA01 (AmpliPhi Céfazoline, Amélioration clinique et biologique
(USA) (154) Infection de matériel sensible a la méticilline Biosciences) minocycline (hémoglobine) des la premiére semaine
cardiaque Accord FDA Cultures préopératoires négatives pour
IV 3.10° PFU toutes les 12h pendant 28 jours semaines 1, 2, 4 et positives a la semaine 3
Culture peropératoires négatives sauf celles
des prélevements du matériel
Bonne évolution post opératoire
Lavergne F, 65 ans Acinetobacter baumanii Sélection de 5 phages actifs (librairie NMRC) Colistine Persistance hyperleucocytose et fievre
2018 (USA) Infection cérébrale post multi résistant Purification (gradient cesium, dialyse), dilution Déces apres arrét des bactériophages
(155) opératoire (sensible uniquement a la afin d’avoir taux endotoxine < 5 EU/kg Résultats complémentaires :
colistine) Accord FDA Titrations phages sang : 110 PFU/mL 5 min
IV 2.107 PFU/mL toutes les 2h pendant 8 jours apres le bolus puis indétectable
Ferry 2018 H, 60 ans Pseudomonas aeruginosa Sélection de 4 phages actifs (Pherecydes Colistine Reconstruction locale rapide et favorable,
(France) (9) IOA post radiothérapie et | multi résistant (sensible Pharma) (application cultures bactériennes stériles
cimentoplastie uniquement a la colistine et | Taux endotoxine<1-5 EU/mL pour 10'° PFU/mL | locale), Déces suite a I’évolution métastatique du
ceftolozane-tazobactam) Accord ANSM ceftolozane cancer pulmonaire
Administration locale (30mL & 1.2-9.7.10% tazobactam

PFU/mL ; contact pendant 4h), 4
administrations espacées de 3 jours

Ferry 2018
(France) (10)

F, 80 ans

IOA récidivante prothése
de hanche sans nouvelle
chirurgie adaptée possible

Pseudomonas aeruginosa
multi résistant ;
Staphylococcus aureus et
Staphylococcus lugdunensis
sensibles a la méticilline ;

Sélection de 3 phages actifs sur P. aeruginosa
et 3 phages théoriquement actifs sur S. aureus
car pas d’étude de la sensibilité possible
(Pherecydes Pharma)

Accord ANSM

Daptomycine 3
mois puis
amoxicilline +
clindamycine
jusqu’a 6 mois

Traitement médicochirurgical d’'une
surinfection a Citrobacter koseri 8 mois
apres I'arrét des bactériophages
Evolution favorable 18 mois apres I'arrét
des bactériophages

Enterococcus faecalis Injection unique intraarticulaire pendant la puis amoxicilline
chirurgie arthrotomie/lavage, 10'° PFU seule en
suppressif
Aslam 2018 H,67 ans Pseudomonas aeruginosa Sélection de bactériophages actifs et utilisation | Antibiotique Evolution favorable
(USA) (94) Pneumopathie récurrente | multi résistant de plusieurs cocktails car développement de administré sans Résultats complémentaires :
chez un greffé pulmonaire résistances au cours du traitement (librairie précisions Titration phages : concentrations

NMRC et AmpliPhi Biosciences)
Accord FDA
Administration IV et voie inhalée

équivalentes dans le poumon si
administration IV ou non + multiplication au
niveau pulmonaire
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Tableau 2 (suite)

Infection récurrente
médiastinale et
d’endoprothese aortique
sans chirurgie possible

(USA) (156)

(restant sensible malgré de
multiples traitements par
ceftazidime)

Purification (colonne, dialyse), dilution afin
d’avoir taux endotoxine < 12.5 EU/mL
Accord FDA

Injection unique dans I'abcés, 108 PFU

et V)

Référence Infection Bactérie Phages (Origine)/Contrdle taux Antibiotiques Evolution clinique
d’endotoxines/Accord agence nationale de associés
santé/modalités d’administration

Chan 2018 H, 76 ans Pseudomonas aeruginosa Phage OMKO1 Ceftazidime (local | Apres 4 semaines : perforation aortique

infectée par C. albicans
Pas de nouvelle infection a 18 mois apres
arrét des antibiotiques

résistances sous traitement (librairie NMRC et
CPT)

Purification (gradient cesium, dialyse), dilution
afin d’avoir taux endotoxine < 5 EU/kg ; Accord
FDA

Administration IV (5.10° PFU) et
intrapéritonéale (drainage) pluriquotidiennes
pendant 20 semaines au total

Jennes 2017 | H,61ans Pseudomonas aeruginosa Cocktail BFC1 (2 phages) de I'hopital militaire Pas Négativation immédiate des

(Belgique) Bactériémie (arrét multirésistant (sensible Queen Astrid actif in vitro d’antibiotiques hémocultures, diminution fievre et CRP,

(157) antibiothérapie uniquement a la colistine) IV (perfusion 6h) + irrigation escarres 10 jours amélioration fonction rénale
nécessaire devant Pas de cicatrisation des escarres, déces a
apparition d’une 4 mois aprés une septicémie a
insuffisance rénale) K. pneumoniae

Schooley H, 68 ans Acinetobacter baumanii Sélection de 3 cocktails : IV (4 phages), PC (4 Méropéneme Peu d’évolution aprés premiéres

2017 (USA) Pancréatite infectée multirésistant phages) et IVB (2 phages dont 1 du cocktail IV) Minocycline administrations intrapéritonéales

(158) utilisés séquentiellement car apparition de Réveil du coma apreés injection IV

(concomitamment a l'instauration de la
minocycline)

Evolution favorable

Résultats complémentaires :

Titration phages sang : 18 000 PFU/mL 5
min apres bolus IV, diminution d’environ
1 log toutes les 30 min, plus détectable
apres 3h

Abréviations :

FDA: Food and Drug Administration, ANSM: Agence Nationale de la Sécurité du médicament et des produits de santé, IV: administration intraveineuse
BPF : Bonnes pratiques de production pharmaceutiques ; lieux de production : NMRC : Naval Medical Research Center (USA), Pherecydes Pharma (France), Ampliphi (USA), CPT : Center for Phage
Technology (USA)
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Les indications de la phagothérapie correspondaient a des infections trés sévéres et difficiles
a traiter car causées par des bactéries multi-résistantes et/ou multi-récidivantes. Il s’agissait
de traitement de dernier recours. Les auteurs mettent pour la plupart en avant la sélection
personnalisée des bactériophages les plus actifs (parfois aprés un screening de centaines de
bactériophages) sur les souches isolées chez les patients alors que les travaux d’Europe de
I’'Est rapportent plutét 'utilisation de « cocktails commerciaux préformés » dont I'activité

n’était en général pas vérifiée avant administration.

Les voies d’administration (application locale, intraveineuse, intra-articulaire ou intra-
tissulaire, pulmonaire) et les schémas posologiques (durées, fréquences de répétition des
administrations, quantités de bactériophages) présentés dans ces articles sont trés variés, en
lien avec la grande diversité des infections mais aussi avec I'absence de données sur
I’optimisation de ces traitements. Méme si 'administration concomitante de bactériophages
et d’antibiotiques dans la plupart des cas ne permet pas de conclure sur la réelle efficacité des
bactériophages, 7 articles sur 8 décrivent une évolution favorable de I'infection. Deux déces
sont survenus sans lien avec l'infection initiale (9,157). Par ailleurs, le patient décrit par Jennes
et al. n’a pas regu d’antibiotiques en méme temps que les bactériophages et celui décrit par
Chan et al. a été traité par ceftazidime, antibiotique précédemment administré dans des
épisodes de bactériémies similaires sans efficacité a long terme suggérant que les
bactériophages auraient permis I'éradication de l'infection (156,157). Enfin, il est a noter
gu’aucun effet indésirable n’a été déploré dans ces rapports d’expérience, notamment apres
I’administration intraveineuse. Ces différents articles soulignent I'importance de la

purification des préparations de bactériophages pour éliminer les endotoxines bactériennes.

ii.  Essais cliniques
Malgré le niveau de preuve faible des études décrites ci-dessus, la phagothérapie est
actuellement considérée comme une alternative thérapeutique trés prometteuse. Des essais
cliniques rigoureux multicentriques randomisés sont donc nécessaires pour évaluer I'efficacité
et la sécurité de la phagothérapie dans des situations cliniques plus courantes et sur des

effectifs significatifs. Le Tableau 3 synthétise les essais randomisés réalisés a ce jour.
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Tableau 3 : Synthese des essais cliniques randomisés évaluant la sécurité et I’efficacité de la phagothérapie

(USA) (159)

randomisé en double aveugle, controlé contre
placebo ; Approuvé par la FDA

Evaluation de I'innocuité du cocktail WPP-201
(8 phages anti P. aeruginosa et S. aureus) pour
le traitement d’ulcéres veineux de jambe (> 30
jours d’évolution)

(application 1 fois/semaine grace a un pansement
spécifique pendant 12 semaines d’une suspension a 10°
PFU/mL) vs placebo

42 patients randomisés

Référence Type d’essai — Objectif principal Protocole Résultats principaux/secondaires
Rhoads 2009 Essai de phase | monocentrique, prospectif, Comparaison du traitement par bactériophages Résultat principal : pas de différences significatives de

survenue d’effets indésirables
Résultat secondaire : pas de différence significative de
guérison des plaies

Wright 2009
(Royaume Uni)
(160)

Essai de phase I/l monocentrique, prospectif,
randomisé, contrélé, en double aveugle ;
Approuvé par la MHRA

Evaluation de I'efficacité et de I'innocuité du
cocktail Biophage-PA (6 phages anti

P. aeruginosa) pour le traitement d’otites
chroniques

Comparaison du traitement par bactériophages
(application unique de 10° PFU de chaque phage) au
placebo

Suivia J7, )21 et J42 : scores cliniques, charge bactérienne
dans les prélévements locaux

24 patients randomisés pour lesquels la sensibilité de la
souche a au moins un des phages du cocktail a pu étre
vérifiée

Résultats principaux : amélioration clinique et diminution
de la charge bactérienne significatives dans le groupe test
Pas de différences significatives de survenue d’effets
indésirables

Résultats secondaires :

Multiplication locale des bactériophages

(x200 en moyenne)

(multicentrique)
(162)

Approuvé par trois agences nationales du
médicament

suspension a 10° PFU/mL dans des compresses)
Prélevement bactériologique quotidien pendant 7 jours
(réponse bactériologique=évaluation semi-quantitative de
la diminution de la charge bactérienne) puis suivi clinique
pendant 21 jours

Etude de la sensibilité des souches isolées des patients
ayant recu le traitement par bactériophages a posteriori
27 patients randomisés

Sarker 2016 Essai monocentrique, prospectif, randomisé en | Comparaison du traitement par un des cocktails de Résultats principaux : Pas de différence d’amélioration
(Bengladesh) double aveugle, contrélé contre placebo bactériophages au placebo (administration 3 fois/jour clinique entre les patients traités par bactériophages et le
(161) Evaluation de I'efficacité et de I'innocuité de pendant 4 jours) groupe contrdle (rétrospectivement attribuée au manque
deux cocktails de phages (NRC-T4-like et Suivi de I’évolution clinique (fréquence et volume des de sensibilité des souches d’E. coli aux phages) et de
MicrogenColiProteus) anti E. coli pour le diarrhées etc.) survenue d’effets indésirables
traitement des diarrhées aigués (<48 h) chez les | 120 patients randomisés entre les trois groupes Résultats secondaires : Titres de phages dans les selles des
enfants (6-24 mois) patients traités plus importants que le groupe contréle mais
pas de multiplication)
Jault 2018 Essai de phase I/1l multicentrique, prospectif, Comparaison du traitement par bactériophages Résultats principaux : Durée pour obtenir une réponse
PHAGOBURN randomisé, contrdlé, en double aveugle ; (application quotidienne pendant 7 jours d’une bactériologique plus longue dans le groupe phages que

dans le groupe contréle

Pas de différences significatives de survenue d’effets
indésirables

Résultats secondaires : Instabilité des bactériophages dans
le mélange pouvant expliquer le manque d’inefficacité
Résultats de sensibilité : résistance aux faibles doses de
bactériophages des souches des patients avec échec
microbiologique

Abréviations: FDA : Food and Drug Administration, MHRA : UK Medicines and Healthcare products Regulatory Agency
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Le premier essai randomisé, contrdlé, en double aveugle de phase | approuvé par la FDA a
permis d’examiner I'innocuité d’un cocktail de bactériophages anti P. aeruginosa, S. aureus et
E. coli (WPP-201) administrés a des patients atteints d’ulcere chronique de la jambe (159). Il
n’a pas été observé de différence dans I'apparition d’effets indésirables entre le groupe traité
par phagothérapie et le groupe témoin. Il n’y avait également pas de différences d’évolution

des plaies entre les groupes.

Un deuxiéme essai de phase I/Il réalisé au Royaume-Uni évaluant le cocktail Biophage-PA dans
le cadre du traitement d’otites chroniques a P. aeruginosa a démontré son efficacité
supérieure a celle du placebo et son innocuité (160). Les bactériophages ont été détectés dans
les prélevements réalisés chaque semaine en moyenne pendant 23 jours apres administration
de la dose unique et la quantité moyenne de bactériophages retrouvée était deux cents fois

supérieure a celle administrée démontrant une multiplication locale.

Un essai randomisé contre placebo a plus grande échelle a été effectué au Bengladesh pour
tester deux cocktails de bactériophages administrés par voie orale pour le traitement de
diarrhées aigués chez des enfants (161). Aucune différence dans l'apparition d’effets
indésirables n’a été observée par rapport au groupe controle. Cependant, cet essai n’a pas
permis de montrer d’amélioration clinique en cas de traitement par I'un des deux cocktails,
probablement par manque de sensibilité des souches d’E. coli responsables de ces infections

(50% des souches isolées étaient sensibles au cocktail utilisé).

Enfin, le premier essai clinique multicentrique européen (approuvé par trois agences
nationales de santé (France, Belgique, Suisse) randomisé en double aveugle de phase I/Il
(Phagoburn) a été réalisé entre 2015 et 2017 dans le but d’évaluer la tolérance et I'efficacité
d’un cocktail de 12 phages anti P. aeruginosa, produits selon les Bonnes Pratiques de
Fabrication (BPF), pour le traitement d’infections cutanées des grands br(ilés en comparaison
au traitement de référence (sulfadiazine). Les résultats de cet essai ont été publiés en 2018
dans le journal The Lancet Infectious Diseases et ont montré une réduction significative de
I'inoculum bactérien des plaies chez la moitié des patients traités par bactériophages (162).
Cependant, le temps nécessaire pour observer cet effet était significativement plus long dans
le groupe traité par bactériophages que dans le groupe de référence. Malheureusement, ces

résultats sont entachés par un biais important de cette étude. En effet, les analyses de stabilité
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en cours d’essai du cocktail de bactériophages ont montré que le préassemblage du cocktail,
imposé par les agences nationales de santé avant I'essai, aurait entrainé une diminution
importante de la stabilité des bactériophages sous forme de cocktail par rapport a celles
phages conservés isolément (diminution du titre de 10° PFU/mL a 10*-10° PFU/ml aprés 6
mois) et donc de la dose de bactériophages réellement administrée aux patients. Ces données
ont entrainé la suspension de I'essai pendant 3 mois puis I'arrét prématuré de cet essai. Au
final, seulement 27 patients contre 125 initialement souhaités ont été inclus dans cette étude.
Le nombre d’effets indésirables rapportés au cours du traitement par bactériophages était

faible et non significativement différent de celui observé avec la sulfadiazine.

En conclusion, les quelques essais cliniques menés a ce jour incluaient trop peu de patients ou
comprenaient des biais empéchant de conclure de maniére satisfaisante sur I'effet
thérapeutique des bactériophages. Plusieurs autres essais sont en cours ou en projet pour le
traitement de différentes infections (infections urinaires, ostéo-articulaires, respiratoires etc.)
(163). Abedon a récemment présenté une liste de critéres a considérer pour permettre une
production des bactériophages selon des standards de qualité élevés et d’informations a
rapporter dans les essais cliniques modernes sur la phagothérapie dans le but d’améliorer
I'interprétation des données et de faciliter leur transposition a la pratique clinique (164). Cet
article pointe notamment I'importance d’une bonne caractérisation des bactériophages
(spectre d’activité, analyse génomique), de la description des techniques de purification
utilisées et des controles qualité effectués (dosage des endotoxines, titre des bactériophages,
stabilité etc.) ainsi que d’une description précise des modalités thérapeutiques (sélection des
bactériophages selon le profil de sensibilité de la souche, précisions sur la dose utilisée et

fréquence d’administration) et d’évaluation de I'efficacité et tolérance des bactériophages.

4) Risque d’émergence de résistances aux bactériophages

a) Mécanismes de résistances
L'apparition de résistances aux bactériophages résulte de leur coévolution avec les bactéries.
Différents mécanismes de résistance touchant les différentes étapes clés du cycle de
réplication des bactériophages ont été décrits dans la littérature et synthétisés dans la revue

de Labrie et al (165).
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Tout d’abord, les bactéries peuvent développer des mécanismes entrainant I'inhibition de
I’adsorption des bactériophages a leur surface par i) modification de leurs récepteurs suite a
des mutations aléatoires, ii) synthése de molécules masquant l'accés a ces récepteurs,
iii) production d’une matrice extracellulaire (alginates, acide hyaluronique, lipopolysaccharide
O ou polysaccharide capsulaire K) ou iv) production d’inhibiteurs compétitifs ayant une plus

grande affinité pour les récepteurs que les bactériophages.

La présence de protéines transmembranaires des systémes Sie (Superinfection exclusion) peut
aussi empécher I'entrée de '’ADN du bactériophage dans la bactérie. Cependant, les genes
codant ce type de protéines sont souvent retrouvés dans les bactériophages tempérés,
suggérant qu’elles ont un réle surtout dans l'inhibition de I'infection de la bactérie par un

autre type de phage aprés insertion du prophage dans son généme.

Aprés son insertion dans le cytoplasme bactérien, le génome viral peut également étre
dégradé avant de pouvoir étre répliqué. Différents mécanismes de protection de I’ADN viral
existent pour empécher I'action des enzymes de restriction bactériennes et permettre au
bactériophage de se répliqguer dans la bactérie. Cependant, de nombreux exemples
d’adaptation des enzymes de restriction bactériennes permettent de contourner ces
mécanismes de protection de I’ADN viral. Par ailleurs, il existe un systeme immunitaire
adaptatif chez les bactéries, appelé systeme CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short
Palindromic Repeats)-Cas qui permet la reconnaissance du génome viral grace a de petits ARN

guidant I'action d’une nucléase Cas pour le détruire.

Enfin, les bactéries sont capables d’échapper a une infection par bactériophages grace a
I’activation de « systéemes d’avortement de I'infection » ou systémes Abi (Abortive infection)
ciblant des mécanismes clés de la réplication bactérienne (réplication, transcription,

traduction) et entrainant la mort de la bactérie.

b) Emergence de résistance aux bactériophages dans le cadre de la phagothérapie
L'émergence de résistances bactériennes aux bactériophages est fréquente et rapide
in vitro (fréquence d’environ 107) (166). L’apparition de mutants résistants a été également
documentée in vivo dans des études avec des modeles animaux, notamment au cours du
traitement d’infections digestives, mais elle est beaucoup moins rapide et fréquente
qu’in vitro (167). Ces études ont par ailleurs permis de montrer que le co(t biologique de cette
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résistance était trés important pour la bactérie et avait des conséquences sur leur fitness et
leur pouvoir infectieux. En effet, certaines des cibles des bactériophages qui peuvent faire
I'objet de modifications en cas de résistance sont également des facteurs de
virulence (capsule, lipopolysaccharide (LPS), pili). Oechslin et al. ont notamment pu montrer
que différents mutants de P. aeruginosa, devenus résistants aux bactériophages apres
exposition in vitro dans un caillot de fibrine, entrainaient une infection moins importante des
valves cardiaques chez la souris que la souche sauvage en raison de mutations dans les génes
impliqués dans la rétraction des pili bactériens ou dans la synthése du LPS (143). L’apparition
de résistances aux bactériophages peut également étre associée a une augmentation de la
sensibilité aux antibiotiques par perte de la capsule, dysfonctionnement des pompes a efflux

etc. (167).

L’acquisition de résistances chez I’'Homme a également été documentée dans des études en
Europe de I'Est lors d’utilisation de bactériophages en monothérapie. La fréquence
d’acquisition de résistance était tres variable selon le pathogéne (17% pour S. aureus versus
85% pour E. coli) (168). Cependant, a ce stade, il est difficile de savoir si I'utilisation de la
phagothérapie sera associée a une augmentation des résistances aux bactériophages, comme
cela a été et est le cas pour les antibiotiques, et qu’elle en sera la fréquence. En effet, le spectre
étroit des bactériophages laisse supposer qu’en cas d’apparition de résistances, elles
concerneront un faible nombre de souches bactériennes (97). Par ailleurs, il faut noter que le
probleme de la résistance aux antibiotiques est notamment lié aux transferts horizontaux
entre bactéries de genes de résistance via des supports génétiques spécifiques, qui, a ce jour,

n’existe pas pour la résistance aux bactériophages.

Afin d’éviter 'émergence de résistances, les bactériophages peuvent étre utilisés sous forme
d’assemblages ou de « cocktails » pour élargir le spectre d’activité et améliorer |'efficacité en
augmentant le nombre de cibles bactériennes (diminution de la probabilité de sélection des
mutants résistants a plusieurs bactériophages). L’élargissement du spectre d’activité permet
en théorie d’envisager une administration des cocktails de bactériophages sous forme d’un
traitement probabiliste, sans connaitre forcément le profil de sensibilité de la souche
bactérienne. Néanmoins, les études portant sur un panel large de souches cliniques montrent
qu’il existe régulierement des souches présentant des profils de non sensibilité a certains de
ces cocktails. Ainsi, les données des différentes études détaillées précédemment dans cette
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these suggerent que la phagothérapie devrait relever du champ de la médecine personnalisée
avec une sélection des bactériophages en testant de larges collections et une adaptation de

la composition de I'assemblage des bactériophages a chaque souche clinique (152,158).
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Synopsis

Staphylococcus aureus is responsible of difficult-to-treat bone and joint infections (BJI)
because of its ability to form biofilm, to be internalized and persist inside osteoblastic cells.
Recently, phage therapy has emerged as a promising therapy to improve the management of
chronic BJI. In the present study, we evaluated the efficacy of an assembly of three
bacteriophages against S. aureus HG001 in a model of biofilm formation and a model of

osteoblasts infection, alone or in association with vancomycin or rifampicin.

The activity of bacteriophages against biofilm-embedded S. aureus was dose-dependent.
Synergistic effects were observed when bacteriophages were combined to antibiotics at the
lowest concentrations, with no significant bactericidal activity in monotherapy. In the human
osteoblast infection model, we were able to show that phage penetration into osteoblasts
was only possible when the cells were infected, suggesting a S. aureus dependent Trojan horse
mechanism. The intracellular inoculum in osteoblasts treated with bacteriophages or
vancomycin was significantly higher than in cells treated with lysostaphin, used as control
condition of rapid killing of bacteria released in the extracellular media after death of infected
cells and absence of intracellular activity. These results suggest that bacteriophages are
probably both i) inactive in the intracellular compartment and ii) unable to kill all bacteria
released after cell lysis into the extracellular medium fast enough to prevent them from
reinfecting other osteoblasts. Conversely, the intracellular inoculum recovered from cells
treated with vancomycin+bacteriophages was significantly lower than the one inside cells
treated with vancomycin or bacteriophages alone, suggesting that this combination allowed
a better control of released bacteria in the extracellular media. Finally, bacteriophages did not

increase the activity of rifampicin in this model.
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Introduction

Staphylococcus aureus is the first causative agent of bone and joints infections (BJI) and is
responsible of particularly difficult to treat infections because of its wide panel of virulence
factors promoting chronic evolution of these infections.'™3 Biofilm formation plays a key role
in the pathophysiology of staphylococcal chronic BJI and limitation of the action of
antibiotics.*® S. aureus is also able to invade and persist within bone cells, especially
osteoblasts.® The poor diffusion in osteoblastic cells and the low activity of some antibiotics
currently used to treat BJlI on these sanctuarized bacteria contribute to the bacterial
persistence.” Despite an appropriate antibiotic treatment and surgical procedure, the
important rate of relapsing infections shows that new therapeutic strategies are urgently
needed. Recently, phage therapy has notably re-emerged as a promising alternative therapy

to improve the management of BJI.2

Bacteriophages are viruses which specifically infect bacteria. They were discovered in 1917 by
Felix d’Hérelle and were considered in the following years as an interesting antimicrobial
therapy.’ However, their use was quickly abandoned in Western Europe following the
discovery of antibiotics while they remained a popular treatment during the 20t century in
Eastern Europe, among others for patients with BJI.C In the last decades, three studies using
animal models have highlighted the potential of bacteriophages in combination with
antibiotics to prevent and treat S. aureus BJI.}*™3 Very recently, with the approval of the
French National Agency for Medicines and Health Products Safety, bacteriophages have also

been used in humans as a salvage therapy for severe periprosthetic joint infections.#%>

Several studies have demonstrated the particular interest of bacteriophages in this context
due to their activity against biofilm.1*=* Indeed, because of the high density of bacteria, the
rate of phage multiplication inside biofilm is important. Moreover, susceptibility of bacteria to
bacteriophages is not compromised by the low metabolic states of bacteria found in the
deeper layers of the biofilm whereas it significantly impacts the activity of antibiotics.’® The
production of enzymes able to degrade the biofilm matrix also favors their activity, as well as
those of the antibiotics used in association to bacteriophages.?° Conversely, the activity of
bacteriophages against the second reservoir of sanctuarized bacteria, formed by the bacteria

internalized in osteoblasts, has until now never been explored.
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In the present study, we evaluated the activity of an assembly of three bacteriophages used
in a clinical case reported by Ferry et al.}* against a S. aureus strain. To this end, we tested the
bacteriophages alone or associated to antibiotics classically used to treat BJI, i.e. vancomycin

and rifampicin, in a model of biofilm formation and a model of osteoblast infection.

Materials and Methods

Bacterial strains and bacteriophages

The methicillin-susceptible Staphylococcus aureus strain HG001, previously used by
Valour et al.” as a reference strain to test the efficiency of antibiotics against intracellular
staphylococci, was included in this study to assess the bactericidal activity of bacteriophages.
The S. aureus strain SH50-2 was used for bacteriophages titrations. Before each experiment,
all strains were grown on Columbia blood agar (COS, BioMérieux, Marcy-I'Etoile, France) for
24 hours at 36°C. Three colonies were then used to inoculate brain heart infusion medium
(BHI, BioMérieux) before incubation overnight. The strain HGO01 had minimum inhibitory
concentrations (determined by microdilution (CLSI)) of 1.5 mg/L and 0.016 mg/L for

vancomycin and rifampicin respectively.

Three bacteriophages, PP1493, PP1815 and PP1957, produced and purified by Pherecydes
Pharma (Romainville, France) were used and assembled before each experiment. When
needed, bacteriophages titration was performed using a spot test assay. Bacteriophages
suspensions were diluted 10-fold serially in lysogeny broth (LB Lennox, Fisher Scientific,
Hampton, NH, United States) (from 10-1 to 10-8) and 5 uL of these dilutions were spotted on
a special agar prepared immediately before use mixing 25 mL of LB 0.75% agar medium and 2
mL of an exponential culture of S. aureus SH50-2 (ODgoonm=0.4-0.8). After 24h of incubation at

36°C, the number of Plague Forming Units (PFU) was visually determined.

73



S. aureus HGOOL1 sensitivity to bacteriophages

S. aureus HGOO1 sensitivity to the assembly of the three bacteriophages was evaluated thanks
to two complementary methods. First, the efficiency of plating (EOP) score was determined
calculating the ratio between the titer of bacteriophages obtained with the HG0O01 strain
divided by the titer obtained with the SH50-2 reference strain. Second, the growth inhibition
of S. aureus by bacteriophages in liquid medium was assessed culturing bacteria in a 96-well
plate at a starting concentration of 107 CFU/mL, with or without phage at two concentrations
(multiplicity of infection (MOI) of 1 or 10 bacteriophages per bacteria). The bacterial growth

at 36°C was monitored measuring the optical density at 600nm (OD600nm).

Assessment of bacteriophages bactericidal activity against biofilm-embedded S. aureus

HGO001

An overnight culture of S. aureus HGOO1 in liquid BHI (BD, Germany) was adjusted to
ODe60onm=1.0 and were then diluted 100-fold in BHI. Then, a 96-well polystyrene plate (Greiner
bio-one, Kremsmiinster, Austria) was inoculated with 100 pL of bacterial suspension per well
and incubated at 36°C for 24h to allow mature biofilm formation. Supernatants were
removed, the biofilm was rinsed three times with saline water and further incubated for 24h
with 200 pL of antibiotic and/or bacteriophages. A range of 3 concentrations of antibiotics
(corresponding to the MIC of the strain, 10 MIC and the usual intraosseous concentration
reached in humans when using standard therapeutic dosages’) and 4 concentrations of
bacteriophages (10°-10% PFU/mL) were used to assess potential dose effects. The biofilm was
again rinsed before being re-suspended in 100 uL of PBS by scraping the wells with sterile
pipette tips followed by 10 min of sonication. The residual viable inoculum was determined

by plating 10-fold serial dilutions of the resulting bacterial suspensions on COS agar.
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Intracellular infection of osteoblasts and assessment of bacteriophages activity against

internalized S. aureus HG001

Bacteriophages activity against internalized S. aureus HG001 was assessed in an in vitro model
of osteoblast infection adapted from a previously published protocol.” All cell culture reagents
were purchased from GIBCO™ (ThermoFischer Scientific, Whaltham, MA, United States).
MG63 osteoblastic cells (ATCC® CRL-1427TM, LGC standard, Molsheim, France) were grown
in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) supplemented with 10% fetal bovine serum
(culture medium) and 100 U/mL penicillin and 100 mg/L streptomycin at 36°C in a 5% CO>
atmosphere. They were passaged once a week and used up to passage 20 after thawing. Prior
to infection experiments, cells were seeded at 50 000 cells per well into 24-well tissue culture
plates (Falcon, Le Pont de Claix, France) and incubated during 48 hours in culture medium with

antibiotics.

Intracellular infection of MG63 cells was performed using a bacterial suspension whose
concentration was determined as follows. The day before the infection of osteoblastic cells, 2
mL of a bacterial overnight culture in BHI were centrifuged and the pellet was suspended in
10 ml of cell culture medium without antibiotics. Serial dilutions of this suspension were
plated on trypticase soy agar (TSA, bioMérieux) using an an easySpiral® device (Interscience,
Saint-Nom-la-Breteche, France) for bacterial enumeration. Meanwhile, the bacterial
suspension was kept overnight at 4°C. The next day, this suspension was standardized at a
MOI of 10 bacteria/cell and added to the osteoblastic cells culture wells for 2h at 36°C to allow
bacterial internalization. Cells were then washed twice with phosphate-buffered saline (PBS)
and were treated with culture medium containing 10 pg/mL lysostaphin (Sigma-Aldrich, Saint-
Louis, USA) to kill the remaining extracellular bacteria. After 1 h, the cells were washed twice
and the cells of three wells were lysed in sterile water to determine the number of internalized
bacteria at this point, defined as time zero. Then, incubation was carried on for 24h with 1 mL
of culture medium containing bacteriophages and/or antibiotic. Two concentrations of
bacteriophages were used: 10° PFU/mL and 107 PFU/mL. The antibiotics were used at their
usual intraosseous concentration (6 mg/L for both antibiotics).” After 24h, the supernatants
were removed in order to perform bacteriophages titrations. Then, the cells were washed
twice with PBS, treated with citric buffer (40 mM of citric acid in PBS, pH=3) for 2 minutes in
order to inactivate any phage particles remaining on the surface of the cells and washed twice
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again.?! The number of viable intracellular bacteria was determined after lysis of the cells.

Bacteriophages titrations were performed in these lysates.
Electronic microscopy analysis

After 24h of incubation as described above, cells were washed and fixed in 2% glutaraldehyde.
They were washed three times with a buffered solution containing 1 volume of saccharose
0.4M and 1 volume of cododylate 0.2 M (pH=7.4) for 1 h at 4°C, and postfixed with a solution
containing 1 volume of osmium 2% and 1 volume of cacodylate 0.3 M (pH=7.4) for 1h at 4°C.
Cells were then dehydrated using an ethanol gradient (5 minutes in ethanol 30%, 50%, 70%,
and 95%, and 3 times for 10 minutes in absolute ethanol). Impregnation was performed with
an epon mix. Inclusion was obtained by polymerization at 60°C for 72h. Ultrathin sections
(approximately 70 nm thick) were cut on a UC7 ultramicrotome (Leica, Wetzlar, Germany)
mounted on 200 mesh copper grids coated with 1:1,000 polylisine, stabilized for 1 day at room
temperature (RT) and, contrasted with uranyl acetate and lead citrate. Sections were

examinated with a 1400-JEM transmission electron microscope (Jeol, Tokyo, Japan).
Statistical analysis

Each experiment was performed three times independently in triplicates. For cellular
experiments, variables were compared using a nonparametric two-sided Mann-Whitney
U test. A p-value < 0.05 was considered significant. For biofilm eradication data analysis,
remaining viable inocula after 24h of treatment, initially determined in CFU/mL, were log
transformed. Data were analyzed by two-way ANOVA and Bonferroni post tests were used to
compare the effects of antibiotics, bacteriophages and of combinations. An interaction was
defined as being additive if the effect of the combination antibiotic/bacteriophages was
significantly superior (p<0.05) to that of one of the antimicrobial agents used alone. An
interaction was defined as being synergistic if the effect of the combination was significantly
superior to that of both agents used alone. All analyses were performed using Prism software

(GraphPad, San Diego, USA).
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Results

Bacteriophages are strongly active on planktonic S. aureus HG001

The EOP score of the assembly of the three bacteriophages against S. aureus HG001 was 0.22.
The closer this score is to 1, the more effective the phages are. In our case, the score indicated
that the bacteriophages were strongly active on S. aureus HG001 (EOP > 0.1).%?
The bacteriophages also completely inhibited the growth of bacteria in liquid medium at both

tested MOI (Figure 1).

Bacteriophages are active on biofilm-embedded S. aureus HGO01 in a dose-dependent

manner and can increase the activity of antibiotics

S. aureus HGOO1 biofilm was exposed for 24h to the assembly of the three bacteriophages at
different concentrations (from 10° to 10%® PFU/mL). Their bactericidal activity was
dose-dependent (Figure 2, white bars). The maximum reduction in viable bacteria count was
observed for the highest concentrations of bacteriophages (10’ and 108 PFU/mL) with a
reduction of the viable inoculum of 99.92 % and 99.97 % respectively compared to the
untreated condition (p<0.001). Exposure to lower concentrations had a moderate bactericidal
effect at 10° PFU/mL (reduction of 96.02 % of the inoculum, p<0.001), or no significant effect
at 10° PFU/mL.

The association of bacteriophages with vancomycin was additive or synergistic (Figure 2A) for
almost all combined conditions. In addition, as rifampicin was more active than vancomycin
on biofilm-embedded S. aureus, additive or synergistic effects between rifampicin and
bacteriophages were observed only when these agents were combined at the lowest

concentrations (Figure 2B).

Bacteriophages can be internalized in infected MG63 osteoblastic cells but are not active

against intracellular S. aureus HG001

In order to investigate the capacity of bacteriophages to control the intracellular S. aureus
infection, MG63 osteoblastic cells were infected with HGO01 and then treated with
bacteriophages and/or antibiotics (Figure 3). In absence of treatment, bacteria could escape

from infected cells, multiply in cells or in the extracellular media before being re-internalized
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in other cells. Lysostaphin is an antimicrobial peptide which can quickly destroy bacteria
released from infected cells in the extracellular media, but which has no intracellular activity.?3
A significant decrease of the intracellular inoculum was observed after 24h of exposition to
rifampicin when compared to lysostaphin (p<0.0001). The treatment with bacteriophages
allowed obtaining an intracellular inoculum significantly inferior to that obtained in the
untreated condition. However, it was significantly superior to that recovered in cells treated
with lysostaphin (p<0.0001), suggesting that bacteriophages had no intracellular activity and
that their activity in the extracellular media was too slow to prevent bacteria released from
infected cells from re-infecting other cells. The inoculum found in cells treated with
bacteriophages at 10’ PFU/mL was significantly more important that the one in cells exposed
to bacteriophages at 10° PFU/mL (p=0.04), meaning that less bacteria were re-internalized
when the highest concentration of bacteriophages was used and that the control of the
extracellular bacteria by bacteriophages was concentration-dependant. In our model,
activities of bacteriophages and vancomycin were not significantly different. Of note, the
intracellular inoculum recovered in cells treated with the association of vancomycin and
bacteriophages was significantly less important than that in cells treated with vancomycin or
bacteriophages alone (p=0.0004 and 0.0006 respectively), and not significantly different from
that in cells treated with lysostaphin. This result suggests that the combination of vancomycin
and bacteriophages allowed a better control of released bacteria by infected cells in the
extracellular media but that both agents had no intracellular activity, like lysostaphin. In
addition, bacteriophages did not increase the intracellular activity of rifampicin in this model

(p=0.49).

In order to investigate the replication of bacteriophages and their penetration inside
osteoblasts, titrations were performed in cellular supernatants and MG63 lysates after 24h of
treatment (Figure 4A and 4B). The titers in the supernatant increased when bacteriophages
were applied on infected cells without antibiotics (p=0.0006 and 0.02 for bacteriophages used
at 107 and 10° PFU/mL respectively), likely due to the replication of bacteriophages in bacteria
released after the lysis of the infected cells. This increase was not observed when
bacteriophages were combined to rifampicin. This is probably explained by its bactericidal
activity which prevents the replication of bacteriophages by rapidly killing bacteria.

Interestingly, we recovered a mean amount of bacteriophages of 7.9.10° and 3.6.10° PFU/mL
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in lysates of infected cells treated with 107 and 10° PFU/mL respectively, significantly superior
to the titers in lysates of non-infected cells treated with the same concentrations of
bacteriophages, which were close to the detection limit of the quantification method (2.103
PFU/mL). The penetration of bacteriophages in infected osteoblastic cells was less important
when combined to antibiotics, suggesting that the penetration happens when bacteria
released in the extracellular media re-infect cells. This hypothesis is also supported by
electronic microscopy observations showing numerous bacteriophages around bacteria in
infected osteoblasts treated with bacteriophages (Figure 5), and not in non-infected

osteoblasts also exposed to bacteriophages.

Discussion

Treatment of S. aureus Bll is an important issue because these infections frequently evolve
into chronic and treatment-refractory forms despite appropriate surgical management and
prolonged antimicrobial therapy. Specific bacterial phenotypes, including intracellular and
biofilm-associated lifestyles, impairing the action of immune cells and of most antimicrobials,
lead to the sanctuarization of bacteria, responsible for recurrent infections. To face these
clinical failures, phage therapy has been regaining interest as a potential alternative strategy.?
Local injection of an assembly of three bacteriophages has recently been authorized by the
French National Agency for Medicines and Health Products Safety to treat a relapsing S. aureus
chronic prosthetic-joint infection and was associated to a clinical success.'* In the present
study, we evaluated the activity of these bacteriophages against both persistence phenotypes,
namely biofilm-embedded and intracellular bacteria. We tested various concentrations of
bacteriophages and compared their efficacy when used alone or associated with antibiotics
currently used to treat BJI (rifampicin and vancomycin). The use of rifampicin is of particular
interest in this context due to its intracellular and anti-biofilm activity whereas vancomycin is

conversely poorly active on these bacterial reservoirs.”?*

Our results showed that the activity of bacteriophages against biofilm-embedded
staphylococci was concentration dependent and that they were strongly active from

107 PFU/mL. The combination of the assembly of bacteriophages with antibiotics used at low
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concentrations was synergistic, while they had no or only low bactericidal activity at these
concentrations when used alone. This synergistic effect is noteworthy in the context of BJI
treatment. Because of poor diffusion of antibiotics, their concentration in some locations of
the bone can be low and the association with bacteriophages in these situations could
contribute to increase their activity. The antibiofilm activity of bacteriophages has been
previously described for a wide panel of Gram positive or negative bacteria in different in vitro
or in vivo models of biofilm related infections.?®> Interestingly, the reduction of the viable
inoculum after 24h of exposition observed in the present study was much greater (reduction
of 3 to 4 logio CFU/mL) than in other studies based on similar S. aureus biofilm models using
lower doses of bacteriophages.'®227 Our data corroborate those of previous studies showing
that bacteriophages can enhance the activity of antibiotics.1671827 Of note, three of these
studies also highlighted that the biofilm removal effect was influenced by the sequential use
of these antimicrobial agents and demonstrated that the antibiofilm activity was better if
bacteriophages were applied before antibiotics.'®"'8 However, further studies involving animal

models are needed to confirm in vivo these in vitro data.

In the present study, we also investigated the bactericidal activity of the assembly of the three
bacteriophages against S. aureus HG0O01 after internalization in non professional phagocytic
cells, namely osteoblasts. Bacteriophages titrations in cellular lysates as well as electronic
microscopy observations of uninfected osteoblasts treated with bacteriophages highlighted
the absence of bacteriophages in non-infected cells treated with bacteriophages. Conversely,
when osteoblasts were concomitantly infected by S. aureus and exposed to bacteriophages,
numerous intracellular bacteriophages were detected, suggesting that they were able to get
inside cells, likely using S. aureus as a Trojan horse. Nevertheless, they were inactive in the
intracellular compartment. Exposition of infected cells to bacteriophages alone did not allow
a significant reduction of the intracellular inoculum. While the association of bacteriophages
to rifampicin did not show interest because rifampicin has a high extracellular and intracellular
activity, the combination of bacteriophages to vancomycin was synergistic. This combination
allowed the increase of the bactericidal activity of both agents in the extracellular media. Only
two other studies have evaluated the intracellular activity of bacteriophages and showed
contradictory results. Zhang et al. claimed that the anti-S. aureus vB_SauM_JS25

bacteriophage was able to penetrate into mammary epithelial cells and was able to reduce
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the intracellular inoculum.?! However, the authors did not compare the activity of this
bacteriophage to that of an antimicrobial agent only active against extracellular bacteria such
as lysostaphin. Thus, it is difficult to affirm that the decrease of the intracellular inoculum after
exposition to bacteriophages compared to the untreated condition was due to the
intracellular activity of bacteriophages and not to the natural decrease of the intracellular
bacteria in such cells. This would have deserved to be evaluated treating cells with lysostaphin.
In another study, Kaur et al. showed that the bacteriophage MR-5 did not impact the natural
intracellular killing of S. aureus by macrophages. Interestingly, the adsorption of this
bacteriophage onto viable bacteria before applying them to infected macrophages allowed a
reduction of the intracellular bacterial inoculum.?® The authors assumed, like us in the present

study, that bacteriophages could be shuttled inside macrophages thanks to bacteria.

The absence of intracellular activity of bacteriophages in our cellular model can be due to two
types of phenomena. First, as the bactericidal effect of bacteriophages requires bacterial
multiplication, their intracellular activity is possibly influenced by dormancy of bacteria inside
osteoblasts. There are currently no available data in literature describing the multiplication
and metabolism activity of S. aureus inside osteoblasts, which likely varies from one bacterial
strain to another. Thus, Rollin et al. showed using another type of nonprofessional phagocytic
cells, endothelial cells, that intracellular fate of S. aureus varied during the course of the same
experience from one cell to another between rapid bacterial proliferation leading to cell lysis
and a prolonged bacterial dormancy.?®> Moreover, the low intracellular pH may also affect the
activity of bacteriophages.3° Dupieux et al. previously reported the influence of acid pH on the
intracellular activity of some antibiotics in osteoblasts, namely daptomycin and oxacillin.3* The
concomitant use of alkalinizing agents (such as chloroquine, used to increase the activity of
antibiotics during the treatment of infections caused by an intracellular bacteria,
Coxiella burnetii) would deserve to be evaluated to determine whether it could allow restoring

the intracellular activity of bacteriophages.3?

In conclusion, we showed that the bacteriophages tested were highly active against S. aureus
in mature biofilm but had no activity against bacteria internalized in osteoblasts. Our results
suggest that they could be an interesting adjuvant therapy for the treatment of S. aureus BlI,

particularly to increase vancomycin activity. Additional studies using animal models of BJI and
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well-conducted clinical trials are needed to further evaluate phage therapy and its positioning

in the management of these infections.
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Figure 1: S. aureus HG001 growth inhibition by the assembly of three bacteriophages in
liquid LB medium.

The growth inhibition of a bacterial inoculum of 10”7 CFU/mL was assessed in presence of
bacteriophages at two concentrations (multiplicity of infection (MOI) of 1 or 10
bacteriophages per bacteria).
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Figure 2: Effect of a 24 hours exposure of preformed 24 hours old S. aureus HG001 biofilm

to bacteriophages, alone or combined to antibiotics (vancomycin (A) or rifampicin (B)) on
viable bacteria counts.

Antibiotics were used at the following concentrations: 1.5 mg/L (MIC), 6 mg/L (Cbone=4xMIC)
and 15 mg/L (10xMIC) for vancomycin and 0.016 mg/L (CMI), 0.16 mg/L (10xMIC) and 6 mg/L
(Cbone=375xMIC) for rifampicin.

For monotherapy conditions, significant variations of the viable bacteria counts after 24 hours
of treatment compared to untreated condition are denoted by *** (p<0.001).

For bitherapy conditions, significant (2-way ANOVA, p<0.05) synergistic (S) and additive (A)
interactions have been indicated.
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Figure 3: Intraosteoblastic inoculum variation after 24 hours of exposition to
bacteriophages and/or antibiotics.

The efficacy of the different treatments against internalized HG0O01 S. aureus (ratio between
the intracellular inoculum after 24 hours of treatment and the initial intracellular inoculum)
were compared using the Mann-Whitney U-test (* p < 0.05, *** p <0.001)

(*, p<0.05;**, p<0.01; ***, p<0.001)
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Figure 4 : Extracellular and intracellular titrations of bacteriophages

A. Extracellular bacteriophages titers.

The variation of the bacteriophage titers in the osteoblastic culture supernatants of non-
infected and infected cells was assessed using the ratio between the bacteriophage titer after
24 hours and the initial bacteriophage titer. Significant variations of the ratio compared to
the control condition (same concentration of bacteriophages applied to non-infected cells)
are denoted by * (p<0.05) and *** (p<0.001).

B. Intracellular bacteriophages titers.

Significant variations of the intracellular titre compared to the control condition (same
concentration of bacteriophages applied to non-infected cells) are denoted by ** (p<0.01)
and *** (p<0.001). 36



Figure 5 : Electronic microscopy observations of MG63 osteoblasts infected by S. aureus
HGO0O01 and treated during 24 hours with bacteriophages

A. Infected MG63 osteoblastic cell. S. aureus in a vacuole are indicated by arrows.

B. Zoomed view of the picture in A. Bacteriophages surrounding S. aureus.
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DISCUSSION — PERSPECTIVES

L'amélioration du traitement des IOA a S. aureus est une problématique de recherche
importante. En effet, ces infections évoluent fréquemment vers des formes chroniques et
réfractaires au traitement malgré une prise en charge chirurgicale appropriée et une thérapie
antimicrobienne prolongée (169). Les phénotypes bactériens, comme la persistance
intracellulaire au sein des ostéoblastes ainsi que la formation de biofilm, qui limitent ou
empéchent l'action des cellules immunitaires et de la plupart des antimicrobiens, conduisent

au développement de réservoirs bactériens, favorisant les rechutes (4,5).

Comme décrit dans la synthese bibliographique de cette these, la phagothérapie suscite
beaucoup d’espoirs pour améliorer la prise en charge des patients atteints d’IOA chroniques.
Sile recours a l'utilisation de bactériophages produits par la société Pherecydes Pharma a été
autorisé par I’Agence Nationale de la Sécurité et du Médicament a titre compassionnel dans
le traitement de patients atteints d’IOA a S. aureus récidivantes malgré plusieurs lignes de
traitement, I'activité de ces bactériophages au sein des réservoirs que sont les biofilms et les
cellules osseuses, est encore mal connue. Des études sont donc indispensables pour mieux
caractériser leur activité in vitro et supporter la réalisation d’essais cliniques. C’est pourquoi
dans le cadre de cette étude, nous nous sommes intéressés a |'évaluation de I'activité d’un
assemblage de trois bactériophages sur S. aureus dans un modéle de biofilm mature et un
modele d’infection d’ostéoblastes humains. Pour cela, nous avons testé différentes
concentrations de bactériophages, utilisés seuls ou en association avec deux antibiotiques
couramment utilisés pour traiter les I0A, la rifampicine ou la vancomycine, présentant des
profils d’activité tres différents. La premiére est active aussi bien sur les formes sessiles que
les formes du biofilm ou intracellulaires, la seconde n’ayant qu’une capacité faible de

pénétration dans les deux types de réservoirs.

Nous avons observé que l'activité des bactériophages sur les staphylocoques au sein du
biofilm était concentration dépendante et qu'ils étaient fortement actifs a partir de
107 PFU/mL. Cet effet était alors équivalent a celui de la rifampicine utilisée a concentration
osseuse, antibiotique qui occupe une place de choix dans le traitement des IOA notamment
grace a son activité anti-biofilm (56). Un effet antibiofilm des bactériophages a donc été
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obtenu in vitro pour des concentrations de bactériophages bien inférieures a celles des
suspensions de bactériophages administrées localement par injection intra-articulaire lors des
traitements compassionnels aux HCL (10° PFU/mL) (10). L’association des phages aux
antibiotiques permettait dans notre modele d’augmenter [I'activité de ces derniers,
notamment pour les plus faibles concentrations, pour lesquelles I'antibiotique seul n’était pas
ou que tres peu actif. Cet effet synergique est particulierement intéressant dans le contexte
des IOA. En effet, en raison d'une mauvaise diffusion des antibiotiques dans l'os, leur
concentration dans certaines zones du tissu infecté peut étre faible et I'association avec des
bactériophages dans ces situations pourrait contribuer a maintenir une efficacité de
I’antibiothérapie (54). Ces résultats sont en accord avec ceux de précédentes études ayant
démontré l'activité antibiofilm de bactériophages sur plusieurs espéces bactériennes et
I'intérét de les associer a des antibiotiques. Trois études récentes ont notamment décrit in
vitro que I'effet de I'association de bactériophages, anti-P. aeruginosa ou anti-S. aureus et de
certains antibiotiques sur le biofilm était augmenté si les phages étaient utilisés avant les
antibiotiques. Cependant, des études complémentaires utilisant des modeles in vivo méritent

d’étre réalisées pour confirmer I'intérét de traitements séquentiels.

Si I'activité antibiofilm des bactériophages est bien décrite dans la littérature, il 'y a a ce jour
pas de données sur leur effet sur les bactéries internalisées dans des ostéoblastes. Nous avons
pu montrer dans ce travail par microscopie électronique que les bactériophages pouvaient
pénétrer dans les ostéoblastes infectés. Ils étaient par ailleurs détectés en grande quantité
dans les lysats de cellules infectées contrairement aux lysats des cellules non infectées aprés
24h de traitement, suggérant que leur internalisation se faisait par un mécanisme de type
« cheval de Troie », dépendant de S. aureus. Cependant, nos données suggerent que ces
bactériophages ne sont pas actifs contre S. aureus une fois internalisé dans les ostéoblastes.
Seules deux autres études ont évalué |'activité intracellulaire de bactériophages et leurs
résultats sont contradictoires. Zhang et al. ont affirmé que le bactériophage vB_SauM_JS25
anti S. aureus pénétrait dans les cellules épithéliales mammaires bovines et était efficace
contre les bactéries intracellulaires en montrant que I'inoculum bactérien intracellulaire dans
des cellules infectées traitées par le bactériophage était inférieur a celui retrouvé dans des
cellules non traitées (127). Cependant, dans cette étude, les auteurs n’ont pas comparé |'effet

d’un traitement par bactériophages a celui d'un traitement par un agent antimicrobien actif
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uniguement contre les bactéries extracellulaires comme la lysostaphine. Il est donc difficile
d'affirmer sur la base de leurs données que la différence observée entre les deux conditions
ne pouvait étre expliquée que par I'action intracellulaire des bactériophages et non par le fait
gu’en l'absence de traitement, les bactéries auraient pu entrainer la lyse des cellules infectées,
se multiplier dans le milieu extracellulaire, infecter de nouvelles cellules, et entrainer la
présence d’un inoculum intracellulaire plus important qu’en présence de bactériophages.
Dans la deuxieme étude, Kaur et al. ont montré que le traitement par le bactériophage MR-5
n'augmentait pas le pouvoir bactéricide des macrophages sur S. aureus alors que I'adsorption
de ce bactériophage sur des bactéries avant leur application sur les macrophages infectés
permettait une réduction de l'inoculum intracellulaire (170). Les auteurs supposaient que les
bactériophages pouvaient étre transportés a I'intérieur des macrophages grace aux bactéries,
mécanisme que nous suggérons également dans notre travail pour l'internalisation des
bactériophages dans les ostéoblastes. L'activité intracellulaire des bactériophages est
probablement influencée tout d’abord par I’'absence de multiplication de S. aureus internalisé
dans les ostéoblastes. L'état physiologique de ces bactéries n’est pas clairement établi dans la
littérature et est probablement variable d’une cellule a I'autre (171). Si les bactériophages
sont internalisés dans une cellule dans laquelle les bactéries ne se multiplient pas ou plus, ils
ne peuvent entrer en cycle lytique et détruire ces bactéries. Par ailleurs, le pH acide
intracellulaire pourrait également les rendre inactifs (172). Dans ce contexte, I'association des
bactériophages a des agents alcalinisant (comme la chloroquine, qui est utilisé en association
aux cyclines au cours du traitement d’infections par une bactérie intracellulaire, Coxiella
burnetii) mériterait d’étre évaluée, pour savoir si elle serait capable de restaurer I'activité

intracellulaire des bactériophages.

Les données de la littérature (études précliniques, rapports de I’expérience dans les pays de
I’'Europe de I'Est ou des traitements compassionnels dans les pays occidentaux, ainsi que les
rares essais cliniques) positionnent la phagothérapie comme une stratégie thérapeutique tres
prometteuse face a I'émergence de I'antibio-résistance et pour la prise en charge d’infections
chroniques multirécidivantes. Son développement est malheureusement pour I'instant limité
dans les pays occidentaux pour plusieurs raisons. Tout d’abord, il n’existe pas de cadre
réglementaire propre a la production et a l'utilisation des bactériophages. lls relévent

actuellement par défaut de la réglementation applicable aux médicaments. L’autorisation
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d’utilisation par I’ANSM dans le cadre d’Autorisations Temporaires d’Utilisation (ATU) ou
d’essais cliniques nécessite donc une production selon les BPF impliquant des équipements,
structures et procédures adaptés et lourds (173). Ce statut contraint théoriquement a la
constitution de dossiers de validation et de réalisations d’essais cliniques pour chaque
bactériophage et assemblage de bactériophages. Etant donnée la diversité des phages
pouvant étre produits, ceci semble difficilement réalisable. Ce cadre réglementaire implique
également la production et le stockage des bactériophages sous forme de cocktails
préassemblés. Ceci empéche la sélection des bactériophages et la personnalisation du cocktail
selon le profil de sensibilité de la (des) souche(s) bactérienne(s) responsable(s) de I'infection
et pourrait entrainer une diminution des titres de bactériophages au cours du temps, comme
cela a été observé au cours de I'essai clinique Phagoburn (162,174). Enfin, le développement
de la phagothérapie est actuellement assuré par de petites ou moyennes entreprises ou par
des structures universitaires ne disposant pas des budgets pour assumer les colts associés a
ce standard de production et la phagothérapie ne semble pas encore intéresser les grands
groupes pharmaceutiques. Une adaptation de la réglementation apparait donc nécessaire

pour permettre I'essor de la phagothérapie (175).

Pour faire face a ce probleme, en Belgique, le ministere de la santé a notamment accepté de
classer les suspensions de bactériophages en tant que préparation magistrale. Une
préparation magistrale est un médicament préparé par ou sous la responsabilité d'un
pharmacien pour un patient donné et selon une prescription médicale, en raison de I'absence
de spécialité disponible ou adaptée. Si les ingrédients d’une telle préparation ne sont pas
inscrits a la Pharmacopée (comme pour les bactériophages), ils doivent étre accompagnés
d’un certificat d’analyse fourni par un laboratoire autorisé attestant de la production
conforme a une monographie qui a récemment été rédigée par I'agence belge du médicament
et des produits de santé (176). Cependant, contrairement au statut des médicaments, qui
répartit les responsabilités en matiére de sécurité entre le prescripteur, le pharmacien, le
titulaire de l'autorisation de mise sur le marché et les autorités réglementaires, une formule
magistrale fait porter la majeure partie de la responsabilité sur le prescripteur et le
pharmacien. Cette stratégie d’évolution du statut des bactériophages adoptée en Belgique est

pionniere. Les adaptations du cadre légal seront peut-étre différentes en fonction des pays,
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mais il serait souhaitable qu’une position commune soit adoptée a I'échelle européenne afin

de faciliter les échanges entre les pays.

Enfin, I'utilisation d’endolysines de bactériophages purifiées est également une alternative
thérapeutique intéressante (« enzybiotiques ») (89). Méme si elles sont principalement
actives sur les bactéries a Gram positif, elles ont I'avantage d’avoir un spectre un peu plus
large que les bactériophages (selon les lysines, a I'échelle du genre bactérien, alors que les
bactériophages sont spécifiques d’une espéce et souvent pas actifs sur toutes les souches
d’une méme espéce). Le risque de résistance bactérienne aux endolysines est également
faible car leurs cibles, le peptidoglycane, sont tres conservées et essentielles a la réplication
bactérienne (90). Leur développement est plus récent que celui de la phagothérapie (début
des années 2000) et nous disposons donc de moins de données sur leur potentiel
thérapeutique (essentiellement des études avec des modeles animaux) (177-179). La lysine
CF-301 active contre les staphylocoques a cependant été évaluée dans des essais cliniques de
phase | et fait actuellement I'objet d'essais de phase 2 pour traiter des patients atteints de

bactériémie ou d'endocardite a SARM (92).
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Thése Joutenue par Madame Camille KOLENDA

Les infections ostéoarticulaires {I0A) a Stophylococcus agureus évoluent fréquemment vers
des formes chronigues en ralson de mécanismes physiopathologiques spécifiques
dé*.rEln‘lpés par cette bactérie (formation de biofilm, internalisation et persistance dans les
ostéoblastes) favorisant les échecs thérapeutiques qui surviennent malgré un traitement
chirurglcal et antibiotique adapté, Le développement de nouvelles stratégies thérapeutiques
s'avérel donc indispensable pour améliorer la prise en charge de ces infections qui

constitient un probléme majeur de santé publique.

Dans ce contexte, le recours ala phagu;tl-lérapie, qui utilise des bactériophages qui sont des
virus spécifiques des bactéries, constitue une des options thérapeutigues suscitant le plus
d'intérét. Ainsi, plusieurs patients pris en charge par le Centre de Référence des Infections
Ostéo-Articulaires Complexes des Hospices Civils de tyon ont récemment bénéficié a titre
compa sionnel de traitements par des bactériophages produits par la société frangaise
Pherecydes Pharma. Dans le cadre de notre travail, nous avons évalué I'activité in vitro d'un
assem Iage' de trois bactériophages, utilisé sau.l ou en association avec un antibiotique, sur
la southe 5. gureys HGOO1 dans un modéle de biofilm et un modele dinfection
d’ostédblastes humains. Les deux antibiotiques testés dans cette étude, la rifampicine et la
vancomycine, sont claﬁsiquenwnt utilisés dans le traitement des 10A, |a premiére ayant une
actlvité] reconnue a la fois sur le biofilm et sur les bactéries intracellulaires alors que le

second|est considéré comme peu actif sur ces deux formes de bactéries sanctuarisées.
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iophages a la vancomycine aux concentrations les plus faibles, qui n'avaient pas ou

t bactéricide sur les bactéries du biofilm en monothérapie.

modeéle d’infection d’ostéoblastes humains, nous avons pu montrer en microscopie
électronigue et par dénombrement des PFU dans les lysats cellulaires que la pénétration des
phages|dans les ostéoblastes n'était possible que quand les cellules étaient infectées par
S. aureys, suggérant un mécanisme de type cheval de Troie dépendant de 5. aureus. Par
ailleurs| Iinoculum bactérien & Pintérleur des cellules exposées pendant 24h aux
bactériophages était significativement supérieur 3 celul des mémes cellules traitées par
lysaostaphine (molécule permettant la destruction trés rapide des bactéries libérées dans le
milieu extracellulaire aprés lyse des cellules infectées mais sans activité intracellulaire). Ces
résultats suggérent que les bactériophages sont probablement & la fois 1) Inactifs dans le
compartiment intracellulaire et ii) incapables de tuer suffisamment rapidement les bactéries
libéréeq par lyse cellulaire dans le milleu extracellulaire pour les empécher de réinfecter
d'autres ostéoblastes, comme le fait la lysostaphine. L'activité des bactériophages dans ce
modéle|était équivalente a celle de la vancomycine. L'inoculum intracellulaire aprés 24h de
traitement par bactériophages + vancomycine était équivalent & celui retrouvé dans les
cellules|traitées par lysostaphine suggérant que cette association permettait une destruction
plus efficace des bactéries libérées dans le milieu extracellulaire. Enfin, I'association
rifampicine + bactériophages ne permettait pas d’augmenter |'activité de la rifampicine dans

ce modele, l’aritihiutique seul étant déja trés actlf sur les bactéries intracellulaires.

Au final, nos résultats ont permis de démontrer l'activité de I'assemblage des trois
bactérigphages de Pherecydes Pharma sur le biofilm formé par 5. gureus, mécanisme
physiopathologique majeur impliqué dans les 10A chronigues, et l'intérét de les associer &

des anfibiotiques comme la vancomycine pour augmenter leur efficacité. 1l’absence
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d’activité des bactériophages sur les bactéries intracellulaires dans notre modéle pourrait
étre lide au faible pH intracellulaire. L'utilisation concomitante d’agents alcalinisant (comme
la chloroquine) mériteralt d'étre évaluée pour savoir si elle permettrait d'obtenir une activité
intraceliulaire des bactériophages. Des études complémentaires utilisant des modéles
animaux d’IOA ainsi que la réalisation d’essais cliniques bien conduits sont nécessaires pour

poursuivre I'évaluation de la phagothérapie et son positionnement dans le traitement des

I0A.
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RESUME

Staphylococcus aureus est le premier agent causal des infections ostéo-articulaires (IOA). Il entraine
fréquemment des formes chroniques difficiles a traiter en raison de sa capacité a former des biofilms, a étre
internalisé et a persister dans les ostéoblastes. La phagothérapie constitue une des alternatives thérapeutiques|
suscitant actuellement le plus d’intérét pour améliorer la prise en charge de ces infections. Dans cette étude, nous
avons évalué I'efficacité d'un assemblage de 3 bactériophages, récemment utilisés aux Hospices Civils de Lyon pour
le traitement compassionnel d’lOA, contre S. aureus dans un modéle de formation de biofilm et un modéle
d'infection d’ostéoblastes humains.

Les activités bactéricides des bactériophages (Pherecydes Pharma) envers S. aureus HG001, utilisés seuls ou
en association avec la vancomycine ou la rifampicine, ont été comparées en quantifiant le nombre de bactéries
viables dans les biofilms matures et ostéoblastes infectés apres 24h de traitement.

L'activité des bactériophages envers S. aureus au sein du biofilm était concentration dépendante et
comparable a celle de la rifampicine. L’association des bactériophages aux antibiotiques permettait d’augmenter
leur activité pour les concentrations les plus faibles qui ne permettaient pas d’obtenir un effet bactéricide significatif]
en monothérapie. Dans le modéle d’infection d’ostéoblastes humains, nous avons pu montrer par microscopie
électronique et par dénombrement des phages dans les lysats cellulaires, que les bactériophages pouvaient
pénétrer en grande quantité dans les cellules si elles étaient infectées par S. aureus. L'inoculum intracellulaire
obtenu aprés traitement d’ostéoblastes infectés pendant 24h avec la vancomycine ou les bactériophages était|
significativement plus élevé qu’aprés 24h de traitement par lysostaphine (molécule permettant la destruction
rapide des bactéries libérées dans le milieu extracellulaire et empéchant I'infection d’autres cellules). Ces données
suggerent que les bactériophages étaient i) inactifs dans le compartiment intracellulaire et ii) incapables de tuer
suffisamment rapidement toutes les bactéries libérées par lyse cellulaire dans le milieu extracellulaire pour les
empécher de réinfecter d’autres ostéoblastes. Cependant, |'association des bactériophages avec la vancomycine
permettait d’obtenir un inoculum intracellulaire significativement inférieur a celui retrouvé dans des cellules
traitées par vancomycine ou phages seuls, suggérant que |’association permettait un meilleur controle des bactéries
libérées dans le milieu extracellulaire et donc d'éviter la réinfection des ostéoblastes.

Notre étude a permis de montrer que les bactériophages testés étaient trés actifs contre le biofilm formé par|
S. aureus mais n’avait pas d’activité contre les bactéries internalisées dans les ostéoblastes. lls pourraient étre une
thérapeutique adjuvante intéressante pour le traitement des I0A, notamment pour augmenter |'activité de la
vancomycine.
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