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O Virus ayant la particularité d’infecter

uniquement les bacteries (incapables d’infecter les cellules eucaryotes)
0 Activité bactéricide (lyse bactérienne)
2 Grande biodiversite

0 Role majeur dans le développement de la biologie moléeculaire



Fin du 19°me siécle: effet bactéricide des eaux du
Gange et de Jumna (Ernest Hankin)

|915: Twort observe des zones « rongees,
vitreuses » sur cultures

1917: utilisation du terme « bactériophage » par
Felix d’Herelle

1919: |¢r¢ phagothérapie par Felix d’Herelle (bacilles
dysentériques), nombreuses autres utilisations
(choléra, peste). Essai commercialisation (1920-

1930).

Tombée dans I'oubli avec le développement des
antibiotiques (a I'Ouest), scepticisme de certains...

Poursuite de son développement (Europe de I'Est)




0 Années 40: visualisation des phages (ME)
0 Amélioration des connaissances sur les phages

O Intéréts des bactériophages dans d’autres domaines
(biologie moléculaire +++)

0 Augmentation des résistances aux ATB

=> Regain d’intérét pour cette ancienne découverte
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v" Virus entre 20-200 nm
(E. coli: 500-3000 nm)

v" Acide nucléique + capside (protéines)
= nucléocapside (téte)

| —— Head / Nucleocapsid

——————— Col]ar

————— Tail tube

Base plate

——— Side-tail fibres

Fabijan et al, Med | Aus 2020

v" Plus de 5000 phages différents ont été étudiés et décrits

v" Résistance aux milieux extrémes. Destruction par UV, produits

chimiques, frictions mécaniques




Differents phages existent

>95% des phages: téte (capside) contenant un ADN bicaténaire + queue

(tailed phages)
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Liaison a la bacterie

v" Parasitisme obligatoire (virus)
v" Liaison spécifique d’'un couple phage/bactérie

v" Role de la queue du phage : adhésines ou protéines de liaison aux
récepteurs (RBP = « receptor binding protein »)

v" Fixation sur différentes protéines bactériennes (pili, flagelle, porines, LPS, ...)

=> 3 étapes . le contact initial entre les 2 entités, la liaison réversible et la
fixation covalente (récepteur secondaire)

Spécificité du phage. Pas d’action sur les bactéries internalisées
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Contact non Fixation spécifique, Contraction Pénétration dans
spécifique ou adsorption de la queue I'enveloppe




Meécanismes d’action des phages
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@ Bactériophage bactérienne == Division cellulaire

Dufour et al, 2016



Ou trouve-t-on ces phages?

0 Ou les bactéries se trouvent, mais en quantité plus importante
0 Trés grande diversité et trés répandue (103! phages sur Terre)
0 Retrouves dans I'environnement, chez les animaux...

Eau de mer: 10°~107 phages/ml

98% du « phagome » mondial reste inconnu

2 Role important: controle de la prolifération bactérienne, participe au
cycle carbone, transfert de gene dans I'environnement



Comment reagissent le systeme immunitaire et les

bactéries face aux phages?

Systeme immunitaire

» Effets de la lyse bactérienne
massive!?

Immunomodulation médiée par les

phages qui réduirait I'inflammation
(LROS)

» Production d’anticorps neutralisants

durée de la protection inconnue,
dépend de la voie d’administration

» Activation de 'immunité innée
(controversée)

» Interaction avec le SI

Bactéries

Mécanismes de défense vav des phages

» Absence de récepteurs

» Blocage de l'injection du matériel
genétique

> Infection abortive

» Reésistance coordonnée (quorum
sensing)

» Systeme CRISPR (dégradation de
'ADN/ARN viral)

» BREX (blocage machinerie bactérienne)



Mode d’action: cycle lytique




La phagothérapie (théerapie par les phages): les grands

principes

v" Utilisation des bactériophages pour le traitement d’infections bactériennes
v" En France: pour les essais cliniques ou en traitement compassionnel
v" 2 approches:

- universelle (phagothérapie probabiliste): cocktails de phages ou un seul type de
phage avec une large gamme d’hote (+/- associés a des ATB)

- phagothérapie adaptée
v Etapes nécessaires:

|. Isolement des bactéries pathogenes (utilisation de phages spécifiques)

2. Tester l'activité de différents phages sur cette/ces souches bactériennes
(laboratoire frangais Pherecydes Pharma ou de I’hopital militaire de la Reine Astrid en Belgique)

3. Préparation magistrale des phages dans les pharmacies



La phagothérapie (thérapie par les phages): les grands

principes

4

Recherche dans les collections de Recherche de nouveaux phages

phages

Isolement
Sources Bactéries d"amplification
* Echantillon environnemental * Hote de substitution
* Souche cliniaue * Bactérie cible
* Sélection
* Enrichissement

* Purification ;

Caractérisation du phage

= Phage virulent

= Séquencage du génome : géne de virulence, de résistance aux bactéries, du cycle
lysogénique, de toxines

. ® Analyse de la stabilité

Efficacité in vitro

= Test ponctuel

+ Test de recouvrement '

Application clinique

Simple phage Cocktail de phages Association
Phage-bactérie




Application: théorie

0 Comment se fournir en phages!?

2 moyens: recours a une phagotheque ou les chercher dans I'environnement

0 Comment sélectionne-t-on les phages?

Sélection en fonction de leur activité bactéricide spécifique d’une souche donnée
(infection en cours)

Nécessité d’avoir une collection importante de phages

0 Phagogramme!?

Evaluer la sensibilité des phages a une gamme de bactéries (hétes)

Visualisation de zone de lyse apres dépot d’une préparation de phage sur une
culture bactérienne



Etude de la sensibilité d’'un phage

2 méthodes peuvent étre utilisées
(au préalable, fixation des bactéries cibles sur gélose)

le « spot test »: préparation de phages déposées sur le tapis
bactérien

le double recouvrement sur gélose: dépot d’une solution de
phages a des concentrations différentes

Sensibilité aux phages = apparition d’une zone d’inhibition de
croissance appelée PFU (Plaque forming units)

— calcul du score EOP « Efficiency of plating » = nb de PFU avec
la souche testé/Nb PFU avec la souche de référence

Plus le score est proche de I, plus la bactérie est sensible aux bactériophages

Resistant Intermediatly  Susceptible
susceptible

uoneNUDUOI TETTdd

Jault et al, Lancet Infect Dis 2019



Utilisations cliniques de la phagothérapie [ SuE ute—"

i
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de nos jours

0 Engouement pour la phagothérapie ces dernieres années
0 Utilisation de la phagotheérapie dans differents domaines:
ulceres chroniques, infections pulmonaires, otites, infections urinaires,...

2 Nombreuses bactéries ciblées: P. aeruginosa, Acinetobacter
baumanii, S. aureus, Mycobacterium tuberculosis, ...

0 PhagoBurn (Lancet Infect Dis 2019): 1°" essai controlé randomiseé
0 Utilisation a visée anti-Listeria, anti-Salmonella (agroalimentaire)

0 Tourisme médical notamment en Georgie

Phage
Therapy
ELIAVA

(" Se soigner
) \en Geéorgie



Perspectives
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Figure 3 | Some phage-inspired antimicrobial approaches. Phages and their products provide
routes that could lead to the creation of novel antimicrobial strategies. a | The specificity of phages
can be explored for phage therapy, by which phages target particular bacterial pathogens. b | Phage
products, such as enzymes, can be used to target specific bacteria, including pathogens. ¢ | Phages
can be used to disrupt biofilms, by targeting bacteria embedded in these structures, and can be engi-
neered to release specific enzymes that degrade the biofilm matrix. d | Phages can be used to sensitize
antibiotic-resistant bacteria. For example, phages can introduce antibiotic-sensitive genes into
drug-resistant hosts, and this strategy can be combined with antibiotic treatment.

Salmond et al.,, Nat Rev 2015



Quid des infections ostéo-articulaires!?

a.

v

v

Etudes in vitro

Objectif: verifier 'efficacité des phages contre les bactéries et leur biofilm
associé

Etude de Morris et al. 2019

activité antibactérienne des phages spécifiques contre les souches de S. aureus
=> inhibition de la croissance bactérienne des deux souches a 98,3% et a 88,3%

activité sur le biofilm: utilisation d’implant en titane + biofilm

= réduction de I’épaisseur et de la surface du biofilm apres 48h de contact avec les
phages

— mémes implants biofilmés incubés avec de la céfazoline (c°>100 CMI): meilleur
effet bactéricide des phages



Quid des infections ostéo-articulaires!?

b. Etudes in vivo (animaux)

Table 1. Overview of Animal Studies Utilizing Phage to Treat Orthopedic Infections
Phage and
Bacteria and Concentration

Animal and Inoculation Delivered
Author Condition Route (PFU/ml) Design Key Findings
Yilmaz Sprague-Dawley MRSA Sb-1 (MRSA) OM model in 48 rats, each for MRSA and P. MRSA infection: Combination therapy cleared

et al?’? Albino Rat 1 108 aeruginosa biofilm, and lead to 90% reduction in CFU
compared to control (p =0.004)

OM P. aeruginosa PAT14 (P. Each group subdivided into four groups: No P. aeruginosa infection: Significant reduction in
aeruginosa) treatment, antibiotic, phage, and CFU in all treatments; combination therapy
1x 108 combination most effective with 88% reduction (p < 0.001). No

significant change in biofilm thickness
Intramedullary After confirmation of infection (14 days),
injection treatment administered: Phage therapy 3
consecutive days, antibiotics 14 days
Phage delivered via intralesional injection
0.1mL/day for 3 days
Kishor Rabbit MRSA Homemade OM induced via inoculation of distal femur Group B: Wound swabs became culture negative
ot al4® cocktail using clinical isolates of MRSA after 4th dose; minimal radiographic OM
5% 108 changes
OM Intramedullary Phage therapy utilized 3 weeks after infection Group C: Wound swabs culture negative 2 weeks
injection (group C), 6 weeks after infection (group B), after therapy, wound healed, persistent
or no therapy (group A) radiographic OM changes
Phage delivered via intralesional injection
15 pL every 48 h for 1 week
Kaur BALB/c mouse MRSA (43300) MR-5 1 x 107 Retrograde femoral wire inserted into tibia, Combination therapy resulted in the most
ot ald? and canal inoculated with MRSA significant decrease in initial bacterial

PJI Intramedullary

injection

Phage, antibiotic, or combination was mixed
with HPMC gel and coated onto wire. Naked
wire and just HPMC were controls

Mice were sacrificed at days 1,3,5,7,10,15, 20
and outcomes were measured

adherence compared to other groups, and
significantly less bacterial burden on adjoining
tissue prior to clearance of infection

Combination therapy led to faster restoration of
locomotion

OM, osteomyelitis; PJI, prosthetic joint infection; HPMC, hydroxypropylmethylcellulose; MRSA, methicillin resistant S. aureus.

Akanda et al., Journal of Orthopaedic Research, 2018



Kaur et al, PlosOne, 2016. InVivo Assessment of Phage and Linezolid Based Implant Coatings for Treatment of

Methicillin Resistant S. aureus (MRSA) Mediated Orthopaedic Device Related Infections.
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Fig 4. A) Bacterial load (Log CFU/ml) in the adjoining joint tissue of mice on different days post infection with S. aureus 43300 B) Phage titer Day 1 Day 3 Day 5 Day7 Day 10

(Log PFU/mI) in the adjoining joint tissue of mice on different days post infection with S. aureus 43300. Each data point represents mean + S.D

three (n = 3) values at each time point. p values among groups have been determined where (*) represent p<0.05 and (**) represent p<0.01. D of three values. p values among groups have been determined where (*) represent p<0.05 and (**) represent p<0.01.

Modele murin avec implant fémoral+inoculation de SARM
— comparer I’évolution selon le type d’'implant (nu/cellulose/cellulose+phage/ cellulose+linézolide/

celluloset+phage+LZD)

Association phage+LZD
=> diminution de l'inoculum bactérien et de l'inflammation et une
amélioration locomotrice rapide

® Gr.1 (naked wire)

M Gr.2 (HPMC coated)

w Gr.3(H-P coated)

¥ Gr.4(H-L coated)

W Gr.5(H-P-L coated)

Day 20

Fig 5. Pro-calcitonin (PCT) levels in joint tissue of mice on different days post infection with S.aureus 43300. Each data point represent mean + S.



Quid des infections osteo-articulaires!?

c. Publications chez ’Homme

v Etude de Monozov et dl. (1946) : ostéomyélite post-opératoire (n=15)
guérison complete chez 87% des patients apres 2-3 semaines de
phagothé

v Etude de , nts présentant
: Etudes controversées
des moig aureus
- phages oJN

- Chil"Uf’gTE‘W‘D‘I‘V. OZ,J76 gUCTTSOIT (T Z ITTOTS)

v" Etude russe 2016 (Gorski et al): prothese de hanche infectée a S. aureus
(n=28) avec remplacement prothese en 1 temps. Apres ttt, 1/12 reinfection
(phage+ATB) et 4/16 cas dans le groupe controle (ATB)



Quid des infections ostéo-articulaires! Peu d’études...

Table 2. Overview of Randomized Clinical Trials Conducted in Western Nations Utilizing Phage

Author and Condition and
Country of Targeted
Investigation Organisms

N  Delivered (pfu/ml)

Phage and
Concentration

Route of Phage
Administration Design Results

Rose et al'®* CLVU
Belgium
P. aeruginosa

S. aureus

Rhoads DD CVLU
et al"USA

P. aeruginosa

S. aureus

Wright COM
et al'*UK

P. aeruginosa

39/42

24

BFC-1 1x 10°

WPP-201 8 x 107

Biophage PA
6x 10°

Topical (syringe Phase 1 RCT. Half of wound site was sprayed with Bacterial load from punch

spray galine, other half of wound site sprayed with biopsies unchanged hefore
adapter) phage solution. Outcomes measured 2-5h later and after, and in between
R groups
1ml/50 em™ No adverse affects reported
(Mean
95 cm?)
Topical Phase 1 RCT: 18 patients received phage, 21 No adverse affects

received normal saline once per week for
12 weeks. Follow up in 12 and 24 weeks

50 ml using No change in healing rates,
ultrasound frequency
debridement
device
Topical Phase 2 RCT, double blinded. 12 patients were Statistically significant
given a one off dose of phage solution, other half  reduction in bacterial load
received placebo. Qutcomes measured 7, 12, 21, from baseline in phage
42 days later group only
0.2 ml Statically Significant
injection, left reduction compared to
in ear for 6h baseline symptoms (VAS)

in phage group only

CLVU, chronie leg venous uleer, COM, chronic otitis media, RCT, randomized control trial, VAS, visual analog scale. *Published 2014, study took place in 2008.

Akanda et al., Journal of Orthopaedic Research, 2018



Quid des infections osteo-articulaires!?

c. Publications chez ’Homme

v" Ferry et al., Virologie 2020
Rapporte des cas d’échecs et de succes de la phagothérapie

Succes du CRIOACc de Lyon: infection chronique sur prothese (lavagetinjection d’un
cocktail de phages)

— Neécessité d’essai de phase I/l

d. A venir:

v" Projet PHOSA (2014-2017): développer des phages ayant une action sur les
souches de S. aureus

v" PHAGOS: but d’évaluer la tolérance et I'efficacité de la phagothérapie chez des
patients ayant une infection de protheses de hanche ou de genou a S. aureus



Association phage-antibiotique

v" Utilisation des ATB a une concentration sub-inhibitrice
=> modification de la morphologie des bactéries/ralentissement du phénomene
de lyse => accumulation des phages

v Ameélioration de I’éradication des biofilms:

- Pénétration des phages dans le biofilm de 2 fagons: dégradation de la matrice
(endolysines) ou migration a travers les espaces vides

- Dégradation du biofilm par les phages => apport en oxygene+ nutriments =>
bactéries plus sensibles aux ATB

- Amélioration de la diffusion des ATB

v Administration des phages avant les ATB



Modele d’utilisation

Bacteria is cultured for sensitivty
testing to antibiotics and phage

Aspirate infected
joint

Library of phage and antibiotics

2?| @@
y @[O0
'

,
N\

_ — High Throughput Screening
(Treatment with opﬂmlzed] to determine most effective

combination therapy antibiotic and phage combination

Antibiotics and phage combined
to create personalized cocktail

FIGURE 2. Proposed model of personalizing antimicrobial therapy to PJI. A developed library of phages and antibiotics can be
utilized to create personalized therapy by creating the most effective phage and antibiotic combination to treat a patient’s infection.

Akanda et al., Journal of Orthopaedic Research, 2018
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Luiz Albino

En pratique tout n’est pas si
simple !!! ...

Merci pour votre attention
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