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RESUME

Dans le contexte de la résistance bactérienne aux antibiotiques et de la prise de conscience accrue
de I’importance du microbiote humain, on assiste a un regain d’intérét pour 1’utilisation potentielle
d’une classe de virus appelée bactériophage qui lyse une gamme spécifique de bactéries et qui est
non sujette a la résistance bactérienne. Cependant, vu la stabilité limitée des phages dans le corps
humain, plusieurs formulations ont été développées afin de surmonter ce probléme. Des phages ont
été intégrés dans des systémes polymériques afin d’assurer leur libération contrdlée au site

d’infection.

Néanmoins, pour le traitement des infections bactériennes aux sites chirurgicaux ou blessures, la
stérilisation de cette classe de biomatériaux est primordiale. Cependant la stérilisation des systemes
polymériques a base des bactériophages reste un défi a cause de la sensibilité des phages aux
méthodes de stérilisation conventionnelles (chaleur, rayonnements et agents chimiques) ainsi que

leurs effets négatifs sur les polymeéres.

C’est pourquoi on a évalué dans ce projet trois méthodes de stérilisation : le dioxyde de carbone
supercritique (SC-COy), les rayons gamma et ’ultraviolet (UV), afin de vérifier la méthode de
stérilisation la plus appropriée pour les phages intégrés dans des patchs de PEAU, qui stérilise

efficacement les patchs sans altérer I’activité des phages.

Nos résultats ont montré que toutes les méthodes choisies ont bien stérilisé les formulations. Le
SC-COz s’est avére la méthode de stérilisation la plus appropriée pour les patchs, car les phages
étaient actifs et stables pendant 18 mois de stockage a 4 °C et aucun changement significatif n’a
été observe dans la cinétique de relargage des phages intégres dans les patchs. Tandis que, les
patchs stockés a 26 °C étaient instables et une réduction jusqu’a 2.19 logio a été notée dans le titre
des phages avec un changement dans le profil de libération, en raison de la forte humidité relative

et la température élevée pendant le stockage.

Cependant les rayons gamma et I’ultraviolet étaient compromettants pour les phages et ils ont causé
des réductions significatives dans le titre des phages, ce qui est non acceptable en termes de dosage

des formulations des phages.



Vi
ABSTRACT

In the context of bacterial resistance to antibiotics and increased awareness of the importance of
the human microbiota, there is renewed interest in the potential use of a class of viruses called
bacteriophages that lyse a specific range of bacteria and are not susceptible to bacterial resistance.
However, given the limited stability of phages in the human body, several formulations have been
developed to overcome this problem. Phages have been integrated into polymeric systems to ensure
their sustained release into the infection site.

Nevertheless, for the treatment of bacterial infections at surgical sites or wounds, sterilization of
this class of biomaterials is essential. However, the sterilization of polymeric systems based on
bacteriophages remains a challenge due to the sensitivity of phages to conventional sterilization
methods (heat, radiation and chemical agents) and their negative effects on polymers.

For this reason, three sterilization methods were evaluated in this project: supercritical carbon
dioxide (SC-CO2), gamma rays and ultraviolet light (UV), in order to verify the most appropriate
sterilization method for patches loaded with phages, which effectively sterilizes the patches without

modifying the activity of the phages.

Our results showed that all the methods used in our study have sterilized the formulations. SC-CO;
was the most appropriate sterilization method for patches, as the phages were active and stable for
18 months of storage at 4°C and no significant changes were obtained in the release kinetics of the
phages embedded in the patches. Although patches stored at 26°C were unstable and a reduction
of up to 2.19 logio was noted in the phage titer with a change in the release profile due to high

relative humidity and temperature during storage.

However, gamma and ultraviolet rays have been compromising for phages and have caused
significant reductions in phage titer, which is not acceptable in terms of the dosage of phage

formulations.
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CHAPITRE 1 INTRODUCTION

1.1 Contexte de recherche

La résistance bactérienne aux antibiotiques est une menace grave pour la santé humaine dans le
monde entier. Le taux actuel de développement de la résistance dépasse de loin le niveau de
découverte et de développement des antibiotiques et représente un défi de santé publique mondial
[1,3].

Selon les estimations, plus de 10 millions de personnes pourraient mourir chaque année suite a des
infections bactériennes d’ici 2050. Bien qu’il s’agisse d’un chiffre controversé, il souligne
néanmoins le grave probléme auquel nous sommes confrontés en ce qui concerne les options

thérapeutiques pour les infections bactériennes multiresistantes [2].

La résistance bactérienne aux antibiotiques peut se produire selon plusieurs phénomenes ; dans les
bactéries, les genes peuvent étre hérités ou peuvent étre acquis a partir des éléments génétiques
mobiles tels que les plasmides. Ce transfert de gene horizontal peut permettre le transfert de la

résistance aux antibiotiques entre différentes espéces de bactéries [4].

La résistance peut également se produire par mutation génétique, qui est définie comme des
changements soudains dans le matériel genétique susceptibles d’induire la synthése d’une protéine
présentant un défaut (structure et fonction biologique anormale), ces mutations sont transmissibles
aux descendants (transmission verticale) et définitives et elles peuvent apparaitre spontanément
dans des conditions considérées comme normales (naturelles), ou bien suite a des agents mutagenes

tels que les radiations ou agents chimiques nocifs (agents alkyles analogues aux bases azotées) [5].

Ces bactéries résistantes deviendront par la suite la population bactérienne la plus dominante, car
les antibiotiques éliminent les bactéries sensibles aux médicaments, laissant les bactéries résistantes

a se reproduire grace a la sélection naturelle [4].

Plusieurs facteurs peuvent causer la résistance bactérienne aux antibiotiques, les plus importants
sont I"utilisation excessive des antibiotiques a cause de ’absence de réglementation dans certains

pays, a titre d’exemple ’utilisation des antibiotiques pour le traitement des infections virales. Cette



absence de réglementation se traduit par des antibiotiques facilement accessibles, abondants et peu
colteux, ce qui favorise la surconsommation. Ainsi, dans certains cas I’indication de traitement, le

choix de I’agent ou la durée de I’antibiothérapie étaient incorrects [4, 6].

De plus, I’industrie pharmaceutique se retire de la recherche et du développement de nouveaux
antibiotiques en raison du caractere non rentable de I’entreprise et des risques de développement

de résistance chez les bactéries [7].

En raison de ce probléme, le monde pourrait se diriger vers une époque post-antibiotique dans
laquelle les infections courantes deviennent fatales et les interventions chirurgicales courantes
deviennent impossibles. De nouvelles initiatives pour s’attaquer au probléme de la résistance aux
antibiotiques sont nécessaires en urgence, telles que les approches antibactériennes inspirées par
les bactériophages [1, 8].

Les bactériophages (phages) sont des virus avec un genome d’ADN ou d’ARN encapsulé dans une
capside protéique qui est parfois complétée par une queue, capables d’infecter et de tuer les
bactéries. Les phages sont les ennemis naturels des bactéries et sont présents dans tous les
écosystémes de la terre, ayant un impact énorme sur les communautés microbiennes. Les phages
sont capables d’insérer leur propre ADN ou un ADN étranger dans les cellules bactériennes,

ajoutant des genes aux génomes bactériens [9].

Figure 1.1 Bactériophage (https://en.wikipedia.org/wiki/Bacteriophage).
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L utilisation des bactériophages dans le traitement antimicrobien est basée sur leur capacité a
reconnaitre, s’adsorber et se multiplier seulement dans la cellule bactérienne et a provoquer sa lyse.
La thérapie par les phages est définie comme [I’utilisation de virus bactériens spécifiques pour
combattre les bactéries pathogenes qui causent des infections. Les bactériophages sont
habituellement trés spécifiques et peuvent étre actifs contre les bactéries Gram positif et Gram

negatif résistantes aux antibiotiques [7].

Les avantages fondamentaux des systémes bactériophages comprennent leur facilité d’utilisation
et de développement, leur haute spécificité vis-a-vis I’h6te bactérienne qui leur permet I’infection
ciblée des bactéries spécifiques avec des effets minimaux sur la flore microbienne bénéfique [10].
En plus de leur dosage automatique qui est avantageux pour les sites d’infection inaccessibles, par
exemple les biofilms bactériens [11,13].

Cependant, les concentrations des phages peuvent se désintégrer de fagon significative en raison
de I’élimination des phages par le systeme immunitaire de I’hdte ou par d’autres mécanismes (par
ex. réduction du temps de transit intestinal pendant la diarrhée). En outre, les phages sont
incapables de s’amplifier et d’atteindre une concentration suffisamment élevée si la concentration
de bactéries dans le site d’infection est faible. Ce qui permet a ces bactéries infectantes d’avoir le
temps de se multiplier en grand nombre, surtout celles résistantes qui deviennent rapidement la
population dominante. Cela entraine par la suite des résultats mediocres pour la thérapie par les
phages [14, 15].

D’ou la nécessité d’une stratégie de libération controlée et fréquente des phages qui peut aider a
s’assurer que la concentration des phages in situ demeure a un niveau thérapeutique efficace (sur
une période de temps réaliste) permettant aux phages de s’amplifier une fois que la concentration

bactérienne augmente a des niveaux suffisants pour une amplification in situ [15].

Pour cela, il existe plusieurs stratégies de délivrance de phages qui permettent une libération ciblée
et contrblée, telles que I’encapsulation des phages dans des polymeéres, des liposomes ou dans
I’alginate, 1’électrofilage dans des polymeres biodégradables ou recemment le piégeage des phages

dans des colles telles que la fibrine [16].

Cependant, les polymeéres biodégradables sont généralement les biomatériaux les plus utilisés pour
I’administration ciblée des phages a condition qu’ils soient compatibles avec les systémes de

I’organisme. Une fois au site d’infection, le matériel d’administration doit étre capable de résister
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a la fois & la chimie normale de I’organisme et a la chimie de la réponse immunitaire déclenchée et

ne sois pas altéré par le changement de la température et du pH de milieu [17].

De plus, ces polyméres et leurs produits de dégradation doivent étre inertes vis-a-vis du corps
humain et ne provoquent pas de réaction inflammatoire ou de toxicité, leur vitesse de
biodégradation doit étre cohérente avec le processus de guérison, les propriétés mécaniques du
polymére doivent étre adaptées a I’application, ainsi que les changements en cas de dégradation,
en plus d’avoir une durée de conservation acceptable et étre facilement stérilisables [18].

Tous ces criteres ont été bien pris en considération et appliqués par Phagelux afin de produire leur
polymere biodégradable a base d’acides aminés qui, contrairement aux autres polymeres largement
utilisés, a un module de Young élevé et se dégrade facilement sans provoquer un environnement
acide local qui cause par la suite une inflammation [19].

En plus de ces critéres, la sterilisation des polymeres pour leurs applications dans des sites
d’infections chirurgicaux ou de blessures qui sont déja colonisés par des bactéries est primordiale
afin d’éviter la reproduction d’une nouvelle infection microbienne causée par un polymere non ou
mal sterilisé.

Toutefois, puisque la stérilisation peut affecter les propriétés du polymere, il est essentiel de
contrbler que la procédure de stérilisation choisie n’affecte pas la structure du polymeére, les
propriétés mecaniques ou la biodégradabilité. Les propriétés appropriées doivent étre maintenues
pendant le processus de biodégradabilite.

De plus, étant donné que les bactériophages sont des structures protéiques qui contiennent un
matériel génétique tres sensible aux méthodes de stérilisation que ce soit par radiations, chaleur ou
agents chimiques; il est trés important de s’assurer que I’activité lytique et la stabilité des bactériophages
dans le dispositif médical ne sont pas affectées par la stérilisation et qu’il reste suffisamment de
concentration pour avoir I’activité phagique et 1’effet thérapeutique antibactérien souhaité.

D’autre part, il faut s’assurer que la méthode de stérilisation a bien stérilisé non seulement la surface
de polymeére, mais le polymere au complet, afin que ce dernier et ses produits de dégradation soient
bien stériles et ne causeront aucune infection bactérienne.

C’est alors, le choix de la meilleure méthode de stérilisation qui élimine la contamination dans ces

biomatériaux sans affecter les phages reste un probléme industriel non résolu.



1.2 Objectifs

1.2.1 Objectif principal

L objectif principal de ce projet est de développer une technique de stérilisation des systéemes
polymeéres-phages qui soit efficace et sécuritaire a long terme.

1.2.2 Objectifs secondaires

e FEvaluer I’effet des rayons gamma, ultraviolet et dioxyde de carbone supercritique sur
I’activité des phages.

e FEtudier I’effet de dioxyde de carbone supercritique sur la cinétique de relargage des phages
avant et aprés un an et demi de stockage.

e FEtudier I’effet de la température de stockage sur la stabilité des films de bactériophages
sterilisés et non stérilisés par le dioxyde de carbone supercritique.

e Evaluer ’effet des rayons gamma, 1’ultraviolet et le dioxyde de carbone supercritique sur

la stérilité des formulations des phages.

1.3 Organisation du présent mémoire

Ce mémoire est organise en six chapitres, le premier chapitre est la présente introduction générale,
le deuxieéme chapitre présente une introduction sur les bactériophages ainsi qu’une revue critique
de littérature, ou on a cité et discuté les travaux réalisés sur I’effet de différentes méthodes de
stérilisation sur les bactéries (spores et végétatives), les champignons, les virus et les phages, en
plus de leurs effets sur les polymeres biodégradables incluant ceux utilisés comme systeme de
délivrance des médicaments.

Le troisieme chapitre présente les matériels utilisés et les méthodologies mises au point pour
réaliser le projet, suivi par le chapitre quatre, ou on a présenté les résultats obtenus sous forme des
graphiques et tableaux, puis on les a interprétés dans le cinquieme chapitre.

Finalement, on a cléturé par une conclusion qui englobe les points essentiels tirés de ce projet ainsi

que les recommandations et les perspectives pour les prochains travaux.



CHAPITRE 2 REVUE CRITIQUE DE LA LITTERATURE
2.1 Bactériophage

2.1.1 Contexte historique

L’histoire de la découverte de bactériophages remonte a 1896, ou le bactériologiste britannique
Ernest Hanbury Hankin démontre que les eaux des riviéres indiennes contenaient un principe
biologique qui détruisait les cultures bactériennes et que cette substance pouvait passer a travers
des filtres millipores, connus pour pouvoir retenir des microorganismes plus gros tels que des
bactéries [20].

Des années apres et exactement en 1915, alors qu’il étudiait la croissance du virus de la vaccine
sur des plaques de gélose sans cellules, le microbiologiste britannique Frederick Twort, nota que
des cultures «pures» de bactéries pouvaient étre associées a un matériau transparent filtrant,
capable de détruire complétement les bactéries. Cet « agent filtrable » a été mis en évidence dans
des cultures de microcoques isolés de la vaccine, le matériel de certaines colonies qui ne pouvait
pas étre sous-cultivé était capable d’infecter une nouvelle croissance de microcoque, et cette

condition pouvait étre transmise a des nouvelles cultures du microorganisme [8, 21].

Ce matériau transparent, qui s’est avére incapable de se développer en I’absence de bactéries, a été
décrit par Twort comme un ferment sécrété par le microorganisme, et il a proposé trois explications
possibles a cet étrange phénomeéne : il peut s’agir d’'une manifestation inhabituelle du cycle de vie
bactérien, ou d’une enzyme produite par la bactérie elle-méme ou plus radicalement, d’une sorte
de « virus ultra-microscopique ». Incapable de confirmer ou de rejeter I’une de ces hypothéses avec

les ressources a sa disposition et il a abandonné ces expériences [21, 22].

A cette époque, Twort ne pouvait pas imaginer a quel point son « matériau transparent » deviendrait
important. Deux ans plus tard, le microbiologiste franco-canadien Felix d’Herelle a
indépendamment décrit un résultat expérimental similaire, mais contrairement a Twort, plus
prudent, d’Herelle fut immédiatement convaincu d’avoir découvert un nouveau type de virus
infectant les bactéries, surnommé un bactériophage [8, 22, 23]. Il a isolé a partir des selles de
patients atteints de shigellose en convalescence un soi-disant « microbe anti-Shiga » en filtrant les

selles qui ont été incubées pendant 18 h, ce filtrat actif, ajouté a une culture ou a une émulsion de



bacilles de Shiga, était capable de provoquer I'arrét de la culture, la mort et enfin la lyse des
bacilles. D’Herelle a décrit sa découverte comme un microbe qui était un « véritable » microbe
d’immunité et un bactériophage obligatoire. 1l a également démontré I’activité de ce microbe anti-
Shiga en inoculant des animaux de laboratoire a un traitement de la shigellose, semblant confirmer
la signification clinique de sa découverte en satisfaisant au moins certains des postulats de Koch
[8, 21, 24].

L’invention du microscope électronique a permis a Helmut Ruska, un médecin allemand, de décrire
d’abord les particules rondes ainsi que les particules en forme de sperme d’une suspension de phage

adhérant a une membrane bactérienne (figure 2.1) [21].

Figure 2.1 Bactériophage sous le microscope [25].

2.1.2 Premiéres utilisations de bactériophages

La recherche sur les bactériophages a été portée sur un certain nombre de phages modeles pour
I’étude des virus et de leurs cycles de réplication. Ces études ont largement contribué aux progres
de la biologie moléculaire moderne, par exemple des phages ont été utilisés pour identifier les bases
du matériel génétique, et que trois nucléotides codent pour un acide aminé. Ils ont également permis

I’identification des enzymes de restriction [21, 26].

Les bactériophages ont également joué un rdle crucial dans le développement du génie génétique

et de la biotechnologie. En fait, les premiers vecteurs de clonage étaient basés sur des
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bactériophages et les systemes couramment utilisés pour I’expression génique controlée et la
recombinaison génétique contiennent des génes et des séquences régulatrices dérivées des génomes
de bactériophages. Il convient de souligner que deux découvertes décisives en biotechnologie ont
permis ’identification des enzymes de restriction et de «courtes répétitions palindromiques
groupées et régulierement espacées» (CRISPR) sont strictement liées aux mécanismes

d’interaction entre les bactériophages et leurs hotes [27].

De plus, le premier génome séquencé était celui d’un phage d’Escherichia coli : ®X174. Pendant
quelques années, I’intérét pour les phages s’est limité aux études écologiques et aux propositions

concernant leur utilisation en tant qu’indicateurs de la pollution fécale [26].

En dépit de cette passion précoce pour les préparations de bactériophages, la découverte
d’antibiotiques a entrainé le rejet des bactériophages en tant qu’agent thérapeutique aux Etats-Unis
et en Europe, principalement en raison de la facilité relative par laquelle les antibiotiques pouvaient
étre administrés et le manque de fiabilite et les résultats incohérents de nombreux essais de

traitement par phages [3, 21, 28].

Alors que la recherche sur les phages n’a jamais eté abandonnée dans I’ex-URSS en Géorgie et
dans d’autres pays tels que la Pologne (et son célébre institut Hirsfeld a Wroclaw), la littérature
anglaise a redecouvert la thérapie chez les animaux dans les années 1980 et les expériences sur
I’homme ont commencé dans les années 2000, avec la publication du premier essai randomisé de
phase | aux Etats-Unis en 2009 [21].

Mais aujourd’hui, il est admis que I’échec est principalement dd a une mauvaise compréhension
de la biologie des phages et a d’autres problemes tels que le contréle de la qualité lors de la

préparation des stocks thérapeutiques [28].

2.1.3 Définition des bactériophages

Les bactériophages (ou phages) sont les microorganismes les plus abondants et les plus diversifiés
sur terre [29]. On estime que le nombre total de particules de phage est de I’ordre de 103, soit
10 fois plus que le nombre estimé de cellules bactériennes sur terre [30, 31].

Les phages peuvent étre trouvés dans tous les réservoirs peuplés par des hotes bactériens, par

exemple, dans le sol, les océans et les eaux douces, la rhizosphere, les plantes et les aliments, dans
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les fermentations industrielles, & I’extérieur et dans les cavités corporelles de I’homme et des
animaux et méme dans I’intestin humain [15, 32, 33].

Comme tous les virus, les phages sont des parasites intracellulaires obligatoires [29], ils doivent
parasiter les cellules hotes, dans ce cas les bactéries, pour se répliquer. Dans I’environnement
extracellulaire, ils existent sous forme de structures supramoléculaires appelées virions. Celles-ci
sont optimisées pour assurer la propagation virale en protégeant le génome du phage et en
favorisant son administration efficace aux bactéries hotes [31].

2.1.4 Morphologie et classification des phages

Les particules de bactériophage présentent une structure tridimensionnelle bien définie, la grande
majorité presentant une capside protéique icosaédrique renfermant le matériel génétique
(ADN/ARN) dans son noyau, une gaine contractile en spirale (entourant un tube central) et
habituellement, six fibres de queue connectées a une plaque de base contenant les protéines de
liaison au récepteur responsables de la reconnaissance de molécules spécifiques a la surface de la

membrane bactérienne (figure 2.2) [9, 29, 34].

e

Tai
fibers®

Figure 2.2 Morphologie de phage [35].

Selon la classification de https://talk.ictvonline.org/taxonomy/, en 2017, il existait 19 familles de

phages qui infectent les bactéries. Plus de 90 % des quelque 6200 phages examinés par microscopie

¢lectronique sont des phages a queue dans 1’ordre de Caudovirales (c.-a-d. Siphophages,


https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/capsid
https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/bacterial-membrane
https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/bacterial-membrane
https://talk.ictvonline.org/taxonomy/
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myophages et podophages) (figure 2.3). Cependant, le nombre de famille de phages peut augmenter

dans le futur puisque le séquencage des nouveaux ADN est en train de croitre [33].

Figure 2.3 Les familles des phages [36].

2.1.5 Cycles de vie des phages et leurs mécanismes d’action

Afin de comprendre le role des phages dans la nature, il est nécessaire de comprendre leurs
interactions possibles avec leurs hotes. Les phages ont plusieurs cycles de vie possibles qui sont
combinés a une interaction avec leur environnement physique, dictent leur réle dans la biologie

bactérienne [3].
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Figure 2.4 Mécanisme d’action des phages lytiques et lysogéniques [37].

Le mécanisme d’action des phages lytiques en tant que prédateurs bactériens (cycle lytique)
comprend plusieurs étapes cruciales permettant de déterminer une capacité spécifique de
destruction des bactéries (figure 2.4) [3, 9, 38].

Le processus d’attachement d’un bactériophage a sa cellule hdte est une combinaison de diffusion
physique, des interactions biochimiques de surface, et de la réaction induite par des changements
conformationnels dans des protéines de récepteur. Les variations locales des propriétés physico-
chimiques du milieu, du mode d’action du phage et de la physiologie de la cellule hote ont
également une influence sur la cinétique d’adsorption. Ces caractéristiques peuvent affecter les
capacités de liaison d’un phage spécifique et la susceptibilité de la cellule hdte a une attaque par le
phage [39].

e Adsorption a un récepteur spécifique : La fixation des phages a une cellule héte est un
processus tres spécifique impliquant des récepteurs complémentaires a la surface d’une
cellule héte susceptible et d’un phage infectant. Il existe plusieurs types de récepteurs
distingués certains se trouvent sur la surface de la cellule bactérienne, notamment le
lipopolysaccharide (LPS), le peptidoglycane, les acides teichoiques ou les protéines de la

membrane externe, les oligosaccharides, les capsules.. etc [32].
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e Injection de I’acide nucléique (ADN/ARN) : Pour initier une infection, les phages doivent
perforer chirurgicalement les différentes structures bactériennes afin de ne délivrer que le
matériel génétique, et éventuellement quelques protéines dans la cellule hote [29]. L’acide
nucléique des phages Iytiques est transféré dans la cellule apres dégradation du
peptidoglycane (activité du lysozyme du phage) et formation de pores dans la paroi de la
cellule bactérienne.

e Réorientation du métabolisme de I’h6te vers la réplication de ’ADN/ARN du phage
et la synthese de ses protéines: Apres la pénétration de I’acide nucléique dans le
cytoplasme, I’expression des genes précoces du phage redirige le mécanisme de synthése
de I’h6te bactérienne vers la reproduction de I’acide nucléique viral et des protéines.

e Maturation des phages : Assemblage et emballage des particules de phage.

e Lyse de cellules bactériennes et libération de descendants de phages : Les protéines de
phage tardives, notamment les lysines, les holines ou les inhibiteurs de la synthese de la
muréine, sont responsables de la lyse massive des cellules hotes afin d’évacuer les

particules virales nouvellement formées a la fin de I’infection [29].

En revanche, le cycle de vie lysogéne des phages consiste a insérer leur ADN dans la cellule héte
(maintenant appelé «prophage »), sous forme de plasmide libre ou intégré au chromosome,
similaire aux rétrovirus humains, tels que le VIH (figure 2.4). Ce cycle de vie lysogene peut étre
stable pendant des milliers de générations et le bactériophage peut modifier le phénotype de la
bactérie en exprimant des génes qui ne sont pas exprimés au cours de I’infection dans un processus

connu sous le nom de conversion lysogéne [3, 9, 21].

I1 existe d’autres cycles de vie, comme le cycle pseudo-lipogénique ; ou le phage ne s’intégre pas
de maniéere stable avec la bactérie, mais reste dans ce « mode » jusqu’a ce que les conditions qui le
poussent a entrer dans le cycle de vie lytique ou lysogéne se produisent. L’autre cycle s’appelle le
cycle chronique, ou les phages sont lentement éliminés de la cellule bactérienne sur une longue

période sans mort cellulaire évidente [3].

2.1.6 Avantage de la thérapie aux phages

Les phages ont été recommandés comme de bons candidats pour le traitement antibactérien parce

qu’ils possédent plusieurs avantages. L’infection des phages est irréversible contrairement a
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certains antibiotiques, et les bactéries seront incapables de retrouver leur viabilité par la suite [12].
De plus, le dosage des phages est autorégulé car au cours de processus d’infection des bactéries,
les phages s’autoamplifient in situ, augmentant ainsi leur dose a chaque contact avec leurs bactéries
specifique (hote). Cette amplification de dose est cependant fortement dépendante sur la
concentration a la fois du phage et des bactéries en croissance active, rend par la suite le traitement
par les phages tres avantageux pour les sites d’infection difficile d’acces, par exemple les biofilms
bactériens [12, 13, 15].

D’autre part, les phages sont trés spécifiques ; toutes les bactéries ne sont pas infectées par tous les
phages et la plupart des phages ne peuvent infecter qu’un sous-ensemble d’espéces bactériennes.
Cette haute spécificité vis-a-vis I’hdte contrairement aux antibiotiques a large spectre, permet aux

phages d’induire un impact minimal sur le microbiote naturel bénéfique [10, 12, 13].

L’affinité des phages est souvent élevée, produisant une adsorption rapide sur leur héte (au moins
dans des conditions de laboratoire). De plus, les phages étant omniprésents, les humains y sont
constamment exposés. A ce jour, cette exposition n’a pas été corrélée & des préoccupations en

matiére de sécurité, comme le confirment plusieurs études de sécurité [40].

Néanmoins, les phages possedent certains inconvénients et limitations tels que leur stabilité
partielle, la réduction de leur dosage a cause du systéme immunitaire et la clairance et d’autres

limitations bien détaillées dans la prochaine section.

2.1.7 Limitations des bactériophages en tant qu’agent thérapeutique

L’utilisation clinique des phages présente certaines limitations. Les bactériophages ne sont comme
la plupart des autres structures protéiques, que partiellement stables en solution. Le stockage a long
terme de bactériophages reste un défi. En raison de I’instabilité structurelle du virion, les
préparations de phages ne peuvent souvent pas étre stockées sans refroidissement, cela limite les
possibilites d’application et de transport du traitement par bactériophage, ainsi que la durée de

conservation des traitements développés a base de phages [40].

L'apparition de la résistance bactérienne contre les phages est potentiellement possible, car les
bactéries possédent ou peuvent développer plusieurs mécanismes pour prévenir les infections par
les phages. Parmi ces mécanismes figurent la dissimulation, le changement ou la perte des

récepteurs, la sécrétion des substances qui empéchent I'adhésion des phages a la surface des
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bactéries, l'activation des mesures pour bloquer l'injection de I’acide nucléique de phage dans la

cellule et I'inhibition de la réplication et de la libération des phages [14].

Cependant, ce probleme peut étre surmonté par I’utilisation d’un certain nombre de souches de
phages qui se lient a différents récepteurs, tuant ainsi les bactéries mutantes plutét que des
préparations monophages. L’utilisation dun cocktail de différentes souches de phages avec des
titres élevés ou ’association des antibiotiques nécessite une formulation soignée des phages afin
de conserver leur stabilité, de tel sorte que des phages viables a une concentration suffisamment
élevée soient présents au moment de I’utilisation. Pour éviter ce probléme, on a utilisé un cocktail

de phages dans notre projet avec un titre initial élevé (10° PFU/ml) [14, 15].

Cependant, méme si la concentration des phages in vivo est élevée, elle peut étre réduite a cause de
plusieurs facteurs. Les bacteriophages et leurs produits peuvent étre reconnus comme des auto-
antigénes par le systeme immunitaire ou dans certains cas une réduction de titre peut avoir lieu a
cause des mecanismes de clairance. De plus, le pH acide de tractus gastrique peut aussi affecter la

viabilité des phages s’ils sont administrés par voie orale [14, 41]

Pour ce fait et afin d’éviter ’administration des doses répétées de phages pour garder une dose
suffisante qui assure 1’effet thérapeutique, certaines approches de la libération prolongee des
phages ont été mises en place afin de garantir le succes du traitement par les phages. Par exemple,
les véhicules de délivrance qui peuvent piéger les phages sous forme viable et les libérer de maniere
contrélée, telle que I’encapsulation dans des systémes de chitosane-alginate-CaCl, [41], dans des
polymeres de PLGA[42], dans des liposomes [43], I’électrofilage des phages dans I’oxyde de
polyéthylene, ou plus récemment le piégeage des phages dans des colles de fibrine [16], pour
délivrer les phages aux sites d’infection inaccessibles comme les implants et les blessures

profondes.

Dans notre projet, un polymere de Poly (ester amide urea) est obtenu par une réaction de
polycondensation d’un monomere diester composé de L-phénylalanine et de 1,6 hexanediol. Ce
monomere est ensuite combiné avec un diacide, un activateur (et éventuellement un autre diol),
pour obtenir un poly (ester amide urea) ou un poly (ester amide urea urethanne), selon la présence
du diol.
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Ce polymeére possede plusieurs caractéristiques ; d’abord la polycondensation se fait sans 1’ajout
d’aucun catalyseur toxique et le polymeére produit présente une hydrophilicité élevée, ce qui
améliore la compatibilité de polymere avec les cellules et les tissus. De plus, le poly (ester amide
urea) a un équilibre hydrophobicité/hydrophilicité variable convenable pour les systemes

d’administration de médicaments et la libération controlée.

En outre, ce polymere a un module de Young (module d’élasticité) allant jusqu’a 6,1 +1,1 GPa, ce
qui est considérablement plus élevé que les modules d’autres polyesters commerciaux largement
utilisés, et une élasticité souhaitable pour le pansement des blessures. La biodégradation des
polymeéres a base d’acides aminés ne provoque pas d’environnement acide local et ne cause pas

une I’inflammation par la suite [19].
2.2 Stérilisation des formulations a base de bactériophages
2.2.1 Définition de la stérilisation

La stérilisation est I’élimination complete ou la destruction de toutes les formes de vie microbienne,
y compris les endospores bactériennes tres résistantes. Dans le domaine médical, la stérilisation
des dispositifs médicaux est réalisee par I’utilisation des procédés physiques ou chimiques qui

détruit toutes les formes de vie microbienne [44, 45].

L’efficacité d’un procédé de stérilisation est mesuree par la probabilité de sterilité de chaque
produit stérilisé (le niveau d’assurance de stérilité ou SAL) [45]. SAL décrit la probabilité qu’une
seule unité de produit ne soit pas stérile. Généralement les procédés de stérilisation utilisés par les
fabricants d’instruments médicaux sont congus pour obtenir un SAL de 10° (une dose non stérile
parmi 10°) et en méme temps, pour maintenir la sécurité et la fonction essentielle des instruments
médicaux pour les applications prévues. Cependant, pour certains instruments médicaux
biologiques, la FDA considére un SAL de 102 comme un niveau de stérilité adéquat car les procédés
de stérilisation rigoureux peuvent nuire au fonctionnement des instruments biomédicaux (par

exemple, les tissus biologiques a mailles et les tissus fabriqués) [45, 46].
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2.2.2 Meéthodes de stérilisation

Il existe de nombreuses méthodes de stérilisation selon le but de la stérilisation et le matériel qui
sera stérilisé. Le choix de la méthode de stérilisation change en fonction des matériaux et des
dispositifs afin de ne pas nuire a leurs caractéristiques. Ces méthodes de stérilisation se divisent en
deux catégories selon le type de stérilisant utilise.

Les méthodes physiques comprennent : la stérilisation a la chaleur seche, la stérilisation a la vapeur
sous pression, la filtration et les radiations telles que les rayons gamma, 1’ultraviolet et le faisceau
d’électrons. Les méthodes chimiques comprennent : la stérilisation a I’oxyde d’éthyléne (EtO), la
stérilisation au formaldéhyde, la stérilisation au glutaraldéhyde, la stérilisation a I’acide
peracétique, la stérilisation au plasma gazeux et plus réecemment la stérilisation par le dioxyde de
carbone supercritique [45, 47].

Cependant, dans la prochaine section, on va citer les méthodes de sterilisation les plus communes

dans le domaine des biomatériaux.

2.2.2.1 Stérilisation par la chaleur

e Chaleur humide (autoclave)

La chaleur humide sous forme de vapeur saturée sous pression est la methode la plus ancienne et
la plus utilisée pour stériliser les solutions et les instruments chirurgicaux. L’inactivation de
microorganismes se fait par la destruction des composants métaboliques et structuraux essentiels a
la réplication a travers des évenements mortels tels que la coagulation, la dénaturation irréversible
des enzymes et la destruction des protéines structurales et des complexes lipidiques et des

endotoxines bactériennes.

Les deux températures courantes de stérilisation a la vapeur sont 121 et 132 °C. A température
constante, les temps de stérilisation peuvent varier selon la nature (par ex., porosité) du matériau,
le matériau d’emballage et le type de stérilisateur utilisé, mais généralement, le processus dure de
15 a 30 minutes aprés que toutes les surfaces du produit ont atteint une température d’au moins
121 °C [45, 48].

La chaleur humide est couramment utilisée pour la stérilisation des matériaux stables a la chaleur
et a I’lhumidité par lesquels la vapeur peut pénétrer, comme les implants en acier inoxydable et les

instruments chirurgicaux. Cependant, elle ne convient pas aux biomatériaux thermosensibles a
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I’lhumidité, tels que les polyméres dégradables et la matrice de collagene biologique, puisque
I’humidité peut provoquer la dégradation et I’hydrolyse de nombreux polymeres de ces
biomatériaux [45, 48, 49].

e Chaleur séche

La chaleur séche est une ancienne forme de conservation ou d’inactivation des microorganismes.
Elle n’est utilisée que pour les matériaux qui ne peuvent pas étre stériliseés a la vapeur ou, dans le
cas de certains récipients en verre, lorsqu’il n’est pas souhaitable d’utiliser la vapeur. Elle a été
utilisée dans I’industrie pharmaceutique dans le cadre du traitement aseptique, les hdpitaux et la
technologie spatiale [50].

La stérilisation par chaleur seche nécessite des temps d’exposition plus longs que la stérilisation a
la vapeur a la méme température. Pour tuer les spores résistantes par la chaleur séche, il faut
habituellement une température d’environ 160 °C pendant 2 h. En genéral, les relations
température-temps sont 170 °C pour 60 min, 160 °C pour 120 min, 150 °C pour 150 min [48].

L’oxydation et la déshydratation des constituants cellulaires sont considérées comme les
principaux processus d’inactivation des microorganismes, lors de la stérilisation a la chaleur séche.
La destruction des endotoxines bactériennes est également considérée comme un facteur létal

important [48].

La stérilisation par la chaleur seche convient aux matériaux thermorésistants, comme les implants
métalliques qui pourraient étre endommagés ou corrodés par la chaleur humide, ou pour ceux qui

sont impénétrables a la chaleur humide [45, 49, 50].
e Ultraviolet (UV)

L’irradiation (UV) est utilisée pour controler les microorganismes en suspension dans 1’air et la
décontamination des surfaces pour I’environnement de production et de traitement des
biomatériaux. Une application de cette méthode, est le contrdle partiel de la contamination dans les
enceintes de sécurité biologique par des sources UV avec une longueur d’onde de 260 nm et un

systéme de flux d’air forcé/filtration [45, 51].

L’activité sporicide et virucide intensive de I’irradiation ultraviolette (UV) le rend applicable pour
la stérilisation. Les acides nucléiques présents dans les microbes absorbent le rayonnement UV,

ceci provoque la formation de diméres de type cyclobutane entre les résidus Thymine de I’ADN et



18

les dimeres similaires entre les résidus cytosines et thymine-cytosine. Ces dimeres stables et
irréversiblement liés empéchent les processus de réplication et de transcription, entrainant ainsi la

mort des microorganismes [48].
e Rayons gamma

L’irradiation gamma est la méthode de stérilisation standard a basse température depuis plus d’un
demi-siécle [45, 47]. 1l s’agit d’une stérilisation siire et économique pour une large gamme de
produits médicaux (par ex. tissus pour transplantation, produits pharmaceutiques, dispositifs
médicaux, équipements médicaux jetables) et les substances actives ainsi que pour les systémes

d’administration de médicaments [52].

Les rayons gamma sont des photons & haute énergie émis par une source de cobalt 60 (5°Co) et
n’ont ni masse ni charge. Les longueurs d’onde des rayons gamma sont inférieures a 10™2° m, avec

des fréquences supérieures a 108 Hz et des énergies au niveau de 100 kV [45].

Pendant la stérilisation, les rayons gamma eéliminent efficacement les microorganismes des
dispositifs médicaux et des allogreffes de tissus, en attaquant la molécule d’ADN par des

mécanismes directs et indirects [45, 47].

La stérilisation par les rayons gamma offre plusieurs avantages, elle ne présente aucun des
problémes toxicologiques et écologiques que posent la stérilisation a 1’oxyde d’éthyléne en raison

des résidus de solvants, et ne transmet aucune radioactivité [45, 47, 53].

2.2.2.2 Stérilisation chimique
e Oxyde d’éthyléne (EtO)

L’oxyde d’éthyléne (EtO) est une méthode de stérilisation chimique conventionnelle qui produit
des effets bactéricides, sporicides et virucides a des concentrations appropriées. Il a été largement
utilisé comme stérilisant a basse température depuis les années 1950, surtout pour les produits de
soins de santé [45, 48, 53].

L’oxyde d’éthyléne est un gaz incolore, inflammable et explosif, en plus il est toxique et
cancérigene, du coup il influe sur la réponse cellulaire et peut provoquer une inflammation
synoviale [45, 48, 53].
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L activité microbicide de I’EtO est le résultat de I’alkylation des protéines, de I’ADN et de I’ARN
dans les microorganismes suite a la réaction des radicaux carboxyle, amino, acide, sulfhydryle,
hydroxyle, phénolique (présents dans les protéines et les acides nucléiques des microbes) entrent
en contact avec I’EtO, ce qui empéche le métabolisme cellulaire normal et la réplication et rend

ainsi non viables les microbes affectés [6, 45, 48].

e Dioxyde de carbone supercritique (SC-CO,)
L état supercritique du dioxyde de carbone est un état physique unique qui est atteint a une
combinaison spécifique de température et de pression définie comme le « point critique », ou sa
température et sa pression sont égales ou supérieures au point critique (31,1 °C, 74 atm) (figure
2.5), la basse température (31,1 °C) rend le SC-CO:; la technique idéale pour les matériaux sensibles

a la température ou reéactifs avec d’autres formes de stérilisation [45, 54, 55].
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Figure 2.5 Diagramme des phases de dioxyde de carbone [56].

Le dioxyde de carbone supercritique (SC-CO>) présente les propriétés des états physiques gazeux
et liquides. Il a la viscosité d’un liquide et I’efficacité de transport d’un gaz qui permet une
distribution efficace avec des propriétés de pénétration élevées. Les propriétés uniques du SC-CO;
en font un milieu attrayant pour la stérilisation, car elles lui permettent une pénétration en
profondeur dans les matériaux biologiques, y compris les os et la matrice dermique acellulaire [45,
55, 57].
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L’efficacité du SC-CO> en tant qu’agent de stérilisation sur les microorganismes est liée a divers
parameétres de traitement, dont la température, la pression, la durée du traitement et ’utilisation
d’additifs. Cependant, plusieurs mécanismes d’inactivation des microorganismes par le SC-CO:
ont été proposés, tels que la perturbation de la membrane cellulaire ou I’acidification
cytoplasmique. En effet, lors de la solubilisation du SC-COz dans la phase liquide externe, I'acide
carbonique (H2COs3) se forme et pénétre dans la cellule. L’accumulation de I'acide carbonique
(H2CO3) dans le cytoplasme diminue le pH intracellulaire, ce qui peut contribuer a la mort cellulaire
car le pH joue un réle important dans l'activité enzymatique, la transcription des genes et la

synthése des protéines[58].

Toutefois, Le SC-CO: seul ne suffit pas pour atteindre un niveau industriel de stérilisation élevé
(SAL 10°) de certains microbes, dont les endospores bactériennes et les virus. Pour augmenter son
efficacité contre les microbes, certains des additifs stérilisants peuvent étre ajoutés tels que : I’acide

peracétique [45], le peroxyde d’hydrogene[59], I’eau [55]...etc.

De plus, le SC-CO; est non toxique, non réactif et peut facilement étre eliminé par dépressurisation

et dégazage et a un faible impact sur I’environnement [45, 55, 57].
e Plasma

Le plasma est souvent considérée comme le quatrieme état de la matiére car, bien que le plasma ne

soit ni un gaz ni un liquide, ses propriétés sont similaires a celles des gaz et des liquides [60].

Cet état de matiére est créé en introduisant le gaz atmosphérique dans une chambre a vide qui est
généralement évacuée en dessous de 0,1 Torr. Ces basses pressions permettent un passage
relativement long des électrons et des ions accélérés a I’intérieur de la chambre, qui produisent par
la suite des espéces chimiquement réactives par excitation, dissociation et ionisation d’électrons.
[61].

Etant donné que ces ions et particules neutres se trouvent a la température ambiante ou prés de
celle-ci, et que le long trajet libre des électrons a haute énergie a relativement peu de collisions
avec les molécules a cette pression, les conditions d’exposition globales demeurent a une basse
température [60]. Ce type de plasma a basse température a récemment trouveé des applications dans
le nettoyage, la décontamination et la stérilisation de certains biomatériaux telles que les

échafaudages biodégradables [61], ou méme pour la modification des surfaces des polymeres avec
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de plasma contenant des espéces réactives y compris les radicaux libres et les ions, améliorant par

la suite I’interaction des biomatériaux avec les cellules [60, 62].

L’efficacité de la stérilisation au plasma peut étre améliorée en utilisant un mélange de gaz

notamment ceux a plus forte teneur en oxygene tel que I’'H20- [61].

2.2.3 L’effet des méthodes de stérilisation sur les microorganismes

Plusieurs travaux ont évalué Defficacité de ces méthodes de stérilisation sur différents

microorganismes tels que, les bactéries végétatives et spores, les virus et les champignons.

Le degré d’inactivation causé par ces méthodes sur les microorganismes varie d’un type de
microorganisme a un autre ; généralement les spores bactériennes sont plus résistantes que les
virus. De plus, la sensibilité de la méme classe de microorganismes varie selon la morphologie et
la taille de génome ; les microorganismes a grands virions sont plus sensibles a la stérilisation que
ceux avec de petits virions. Cette sensibilité augmente lorsque les microorganismes se trouvent

dans une matrice moins dense.

Les parametres de stérilisation, telle que la dose d’irradiation, la durée d’exposition aux radiations,
dans le cas des methodes de stérilisations par radiations ont un effet significatif sur le taux
d’inactivation des microorganismes. Cependant, pour les méthodes chimiques telles que le SC-CO-
et le plasma, I’ajout des additifs riches en oxygéne comme I’H20 et I’H20, améliore efficacement

I’inactivation des microorganismes.

Le tableau 2.1 récapitule les effets de différentes méthodes de stérilisation sur différents

microorganismes.
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T:40 °C, P : 15 MPa,
temps : 60 min, additif : Ethanol

Aspergillus niger, Aspergillus
flavus, et Eurotium amstelodami

dans le papier : 1.9 % pour 4 % et
8 % v/v éthanol

Meéthode Conditions Microorganismes Résultats Références
T:40.0°C, P:27.6 MPa,
Bactérie : S. aureus, E. coli Inactivation bactérienne compléte [59]
temps : 30 min, additif : 30 % H.O;
Spores bactériennes :
T:38°C,P:~85MPa, B. cereus, B. atrophaeus, 6 loguo de réduction
temps : 45 min, additif : B. stearothermophilus [55]
0.25 % H,0, 0.15 % H,0, et
0 - )
0.5 % C4HeO3 Zpore placterlenne : ~ 4 logao de réduction
SC-CO, . pumilus
Virus : HIV-1 4.07 logao de réduction
T:50 °C, P : 25 MPa, ] - ]
_ Virus : Sindbis 4.31 logso de réduction [63]
temps : 10 min.
Virus : Poliovirus 6.58 logio de réduction
T:35-41°C,P:9.4-10.3 MPa, irus - it
- A Virus : Encephalomyocarditis 6 loguo de réduction [64]
temps : 15 min, additif : PAA (EMC)
Champignons (spores) : Fréquence relative des champignons [65]




Tableau 2.1 Effets des méthodes de stérilisation sur les microorganismes (suite).

1 logio de réduction dans une matrice
en forte charge organique

A : 255 nm, dose : 9 ml/cm? Bactérie : E. coli 3.8 logso de réduction [66]
Bactérie : E. coli K12 3 logyo de réduction
. . 2
A 1260 nm, dose : 10 mJ/cm (ATCC 29425)
[67]
Y A : 260 nm, dose : 122 mJ/cm? Virus : Adénovirus humain 4 logio de réduction
' ) 0S8 type 2 (HADV?2) G0
Champignons ( levures ):
A : 254 nm, dose : 30.4 J/cm? C. krusei ATCC 14243,
_ C. parapsilosis ATCC 22019, Inactivation compléte [68]
temps : 45 min C. tropicalis ATCC 13803,
C. glabrata ATCC 66032
Champignons (mycélium) : Inactivation compléte & une dose
Cryptococcus laurentii, > 10 kGy
Hansenula holstii, Absedia spp.,
Dose : 5, 10, 20 et 25 kGy Aspergillus fumegatous. [69]
Rayons Champignons (mycelium) Aucun effet a une dose > 25 KGy
C. sake.
gamma
Dose : 0.9 -10.8 kGy Virus : HADV type 5 4 logio de réduction dans une matrice
en faible charge organique
[70]
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D10 : 2.9 kGy, matrice : tampon de

Spore bactérienne :

Inactivation de 1 logio

Puissance : 300 W

Spore bactérienne :
Geobacillus stearothermophilus

Inactivation entre 1 et 2 logio apres
5 min

Bactérie : Salmonella
enteritidis PT30

>5 logio de réduction aprés 15 min

phosphate Clostridium botulinum [71]
D1 : 4.6 kGy, matrice : Viande
D10 : 0.60 kGy, matrice : Eau Champignon (spore) : Inactivation de 1 logio [72]
gazeuse Aspergillus flavus
D1 : 7 kGy, matrice : Viande Virus : Coxsackievirus B-2 Inactivation de 1 logio [73]
Gaz : HNOs: N2 (0.5 wiw) Bactérie : E. coli Inactivation de 5 logio
Gaz : N, Inactivation de 2 logao [74]
Gaz : No+vapeur d’H-0 Inactivation de 4 logio
Bactérie : L. monocytogenes Inactivation de 8.8 logio apres 10 min
Plasma S. aureus
Plasma de pression atmosphérique | Bactérie : E. coli Inactivation de 5.2 logi aprés 3 min
froid [75]




Tableau 2.1 Effets des méthodes de stérilisation sur les microorganismes (suite).

Champignon (spore) :
Aspergillus niger

1.6 logio de réduction

Champignon (spore):
Penicillium decumbens

3.1 logiode réduction

Gaz : Argon (Ar)

Puissance : 2.5 w

5.55 logo de réduction apres
120 secondes

réduction aprés 1, 2, 5 et 10 min
respectivement.

Virus : Calicivirus félin (FCV) [76]
Gaz:Ar+0.1% O, 6 logio de réduction apres 15 secondes
Puissance : 2.5 w
Gaz: Ar Virus : FCV-F9 2.34 logio de réduction aprés 1 min
Puissance : 2.5 w 3.55 logio de réduction aprés 2 min
Inactivation compléte aprés 5 min [77]
Virus : MNV-1 0.56, 1.61, 1.95 et 3.16logic de

25
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2.2.4 Stérilisation de formulations des polymeres a base des bactériophages

Jusqu’a ce jour, il n’y a pas des travaux publiés sur la stérilisation des systémes de délivrance de
bactériophages ou sur des formulations a base de bactériophages. Cependant, quelques travaux ont
¢étudié ’effet de certaines méthodes de stérilisation sur I’activité des phages et d’autres ont étudié
I’effet des radiations, de la chaleur et des agents chimiques sur les polymeéres biodégradables. Une
revue de littérature sur chaque cas permet d’avoir une idée globale sur I’effet des techniques de

stérilisation sur les polymeéres biodégradables a base de bactériophages.

2.2.4.1 L’effet des méthodes de stérilisation sur les bactériophages

Dans cette section, on va présenter les travaux qui ont pour objectif I’étude des effets des méthodes
de stérilisation sur des bactériophages considérés dans la majorité des cas comme des agents

infectants.
e Méthodes de stérilisation par radiations

L’étude faite par Jebri et al. [78] a pour but d’examiner la sensibilité aux rayons gamma d’une
formulation de phages contaminée avec des bactéries. Des coliphages somatiques naturels (MS-2),
des coliphages spécifiques ®X174 et des bactéries E. coli ont été exposés aux rayonnements
gamma dans des matrices différentes : I’eau distillée, le peptone 1 % autoclavé et les eaux d’égout

brutes autoclavées [78].

Ils ont trouvé que la résistance au rayonnement dépendait a la fois du microorganisme modeéle et
de la matrice. Cette étude montre que les bactériophages sont plus sensibles aux radiations gamma
que les bactéries E. coli. De plus, I’inactivation des phages dans I’eau distillée nécessitait une dose
d’irradiation plus faible que dans les eaux usées brutes autoclavées ou dans une solution de peptone
a1 %. Cela est d0 aux matrices qui contiennent des matieres organiques dissoutes et des solides en
suspension qui ont probablement causé le piégeage des radicaux libres générés par les rayons

gamma et par la suite I’effet de ces rayons était moins létal [78].
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La méme conclusion a été obtenue par Gehringer et al. [79], ou ils ont trouvé que les phages (MS-
2) sont plus sensibles qu’E. coli aux rayons gamma dans I’ecau de robinet a température ambiante
[79].

D’autre part, la sensibilité des phages aux rayons gamma difféere d’un phage a un autre; le
phage MS-2 s’est avéré plus sensible aux rayons gamma que le phage ®X 174. Une dose de 140 Gy
était suffisante pour causer 4 unités logarithmiques de réduction pour le phage MS-2, tandis qu’une
dose plus élevée (900 Gy) était suffisante pour inactiver le phage ®X 174 pour obtenir la méme
réduction [80].

Dans d’autres travaux, 1’ultraviolet a été utilisé pour éliminer les phages des eaux usées et identifier
les indicateurs bactériophages les plus fiables pour la désinfection des eaux usées [81]. Différents
bactériophages representant diverses familles ont été irradiés a différentes technologies
ultraviolettes (UV) avec plusieurs doses d’irradiation a basse pression (BP) et moyenne pression
(MP) par des appareils collimatés aux UV a I’échelle du laboratoire. Le taux d’inactivation de
phage ®X 174 par les UV (BP) et (MP) a éte rapide et a atteint ~4 logio avec une dose UV de
20 mJ/cm?. Cependant, les taux d’inactivation des phages PRD1 et MS-2 étaient beaucoup plus
lents que ceux de ®X 174 et seule une inactivation d’environ 1 logio a été obtenue avec la méme
dose UV de 20 mJ/cm? [81]. Ceci a été aussi obtenu par Sommer et al. [80], ol pour causer une
inactivation de 4 unités logarithmiques, des doses UV de 100, 290 et 750 J/m? étaient nécessaires
ou estimées nécessaires (pour la dose 750 J/m?) pour avoir cette réduction dans les phages ®X 174,
B40-8 et MS-2 [80], et aussi par Bowker et al. [66], ou une exposition des phages T4 et MS-2 aux
UV (A : 255 nm, dose : 9 mJ/cm?) a donné 4.7 et 2.2 unités logarithmiques de réduction pour T4 et
MS-2 respectivement [66]. Dans I’ensemble, ces résultats suggerent que la sensibilité des phages

aux rayons ultraviolets change d’un groupe de phage a un autre.

e Meéthodes de stérilisation chimiques

Il a été établi que la relation entre la famille et la sensibilité des phages ne se limite pas seulement
aux méthodes de stérilisation par radiations, mais aussi aux autres méthodes de stérilisation telles
que le SC-CO>. Vo et al. [82] ont essayé d’inactiver les bactériophages QP et ®X174 avec une
concentration initiale de 10’-10° PFU/ml en utilisant le SC-CO2 sous une pression de 0.3-0.9 MPa,

et une température de 17.8 °C-27.2 °C. Les conditions optimales étaient une pression de 0.7 MPa
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et un temps d’exposition de 25 minutes. Dans des conditions de traitement identiques, une
réduction de plus de 3.3 unités logarithmiques du bactériophage Qp a été obtenue, tandis qu’une
réduction de prés de 3.0 unités logarithmiques a été observée pour le phage ®X174. Ces résultats
montrent que la sensibilité des phages au dioxyde de carbone supercritique dépend aussi de la
famille de phages [82]. Cela a été aussi confirmé par Cheng et al. [83], qui ont traité les
bactériophages MS-2, QB et ®X174 par le SC-CO2, ou ils ont constaté un effet d’inactivation
relativement faible sur MS-2 et Qp a différentes concentrations initiales de CO> dissous a 0.3 MPa
pendant 20 a 30 minutes. Lorsque la pression a été augmentée a 0.6 MPa, I’inactivation de MS-2
et de QP a été améliorée de facon différentielle. Cependant, ce systéme était moins efficace pour
I’inactivation du ®X174. lls ont justifié cette différence de sensibilité au SC-CO par la différence
dans les propriétés de surface de la capside des trois phages [83]. Une comparaison entre les
résultats de I’amplification en chaine par polymérase en temps réel et de I’analyse de la plaque a
montré qu’une partie de I’ARN s’echappait de la capside apres le traitement. Les dommages causes
a la capside par I’expansion du CO; étaient le mécanisme probable d’inactivation de cette méthode
[83].

Tel qu’il est déja mentionné, le plasma a pression atmospheérique froide inactive efficacement les
bactéries pathogenes, cependant le mécanisme d’inactivation des virus par le plasma n’est pas
entierement compris. Guo et al. [84] ont utilisé deux types de plasma, le plasma de surface constitué
d’un mélange d’argon avec 1 % d’air artificiel et de I’eau activée par le plasma pour inactiver les
bactériophages T4, ®X174 et MS-2. Les deux méthodes ont efficacement inactivé ces

bactériophages en fonction du temps [84].

Le traitement direct de phage T4 avec le plasma d’argon pendant 40 s a réduit le titre de 8.7 x10*°
a 3.7x10° PFU/mI, et une durée de 100 secondes a complétement éliminé I’infectivité de la
suspension de bactériophages T4. Alors que, pour les phages ®X174 et MS-2, une réduction de 4.2
et 4.6 unités logarithmiques a été obtenue respectivement aprés un traitement au plasma pendant

30 s et les deux phages ont été complétement inactivés apres 60 s de traitement [84].

Cependant, le traitement de bactériophage par I’eau activée par plasma qui a été déja prétraité avec
le plasma pendant 60 secondes a réduit le titre de ~ 5 unités logarithmiques pour le phage T4 et
~7 unités logarithmiques pour les phages ®X174 et MS-2, et ils ont été complétement inactivés
apres une période de traitement de 120 s (pour T4) et 80 s (pour ®X174 et MS-2) [84].
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Ces résultats montrent que les phages ®X174 et MS-2 sont plus sensibles aux espéces réactives
d’oxygeéne (ROS) et espéces réactives d’azote (RNS) générées par le plasma que le phage T4. De
plus, I'incubation des trois phages dans I’eau traitée au plasma, montre qu’aprés une durée
d’incubation de 4 et 8 h, le phage T4 a été réduit approximativement de 7.2 et 8.8 ordres de
grandeur respectivement, tandis que les phages ®X174 et MS-2 ont été réduits a 124 et 21 PFU/ml
apres une incubation de 6 h et 4 h respectivement. Ceci montre que I’inactivation des
bactériophages avec ’eau activée par le plasma dépend de temps, et que les especes réactives
restent stables a court terme dans 1’eau traitée avec le plasma, mais leur concentration diminue
légérement aprés 10 jours. Cela est probablement di a la désintégration des especes réactives
pendant le stockage [84].

L’examen morphologique montre que le traitement au plasma a causé I’agrégation des
bactériophages qui correspond a I’analyse de I’ADN et des protéines qui ont été endommages a
cause des espéces reactives d’oxygene générées par le plasma [84]. Ceci montre I’effet important
de I'oxygene dans I’inactivation des phages. C’est pourquoi, Alshraiedeh et al. [85] ont évalué
I’effet de la variation du pourcentage de concentration en oxygene dans le gaz vecteur d’hélium
(He) qui s’est avéré positivement corrélé au taux d’inactivation de phage MS-2. La constante de
vitesse d’inactivation augmentait avec I’augmentation des concentrations en oxygéne jusqu’a
0.75 % d’0.. Une réduction de 3 logio de la viabilité de MS-2 a été obtenue aprés 3 min
d’exposition a la source de plasma exploitée dans un mélange gazeux hélium/oxygene (99.25 % :
0.75 %), avec une réduction plus que 7 logio aprées une exposition de 9 min. Tandis que I’hélium

pur a montré une réduction de 4.98 dans la méme période (9 min) [85].

Néanmoins, d’autres travaux ont étudi¢ les mécanismes responsables de ’inactivation des phages
étant donné que ces microorganismes ne sont pas enveloppés par une membrane bicouche lipidique
et le plasma réagira directement avec les phages des le stade initial de traitement de décharge [86].
Yasuda et al. [86] ont exposeé le phage A au plasma atmosphérique et ils ont obtenu 6 unités
logarithmiques de réduction apres 20 min de traitement avec une valeur D1o de 3 s (valeur décimale
(D10) : temps pour une réduction d’une unité logarithmique). Tandis que la transfection de I’ADN
phagique traité au plasma et reconditionné dans I’hdte bactérienne in vitro a montré une

amélioration de la valeur D (25 s), ce qui montre que les dommages en protéines précedent les
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dommages en ADN et I’inactivation de phage A a été attribué principalement aux dommages des

protéines de I’enveloppe [86].
e Meéthodes de stérilisation par chaleur

La chaleur est reconnue comme I’un des traitements les plus Iétaux pour les phages, une grande
diversité de sensibilité a la chaleur a été reportée dans la littérature. Zottola et al. [87] ont constaté
qu’un traitement a la chaleur d’une suspension des phages contre les bactéries Lactococcus lactis
dans le lait stérile pendant 60 min & une température de 70 °C, a causé une inactivation de ~
4.5 logio dans le titre du phage 144 F. Tandis que, ces conditions ont induit une inactivation de ~
6.5 logio dans le titre du phage 240 [87]. Des résultats similaires ont été obtenus par Miuller-
Merbach et al. [88] ; une suspension des phages PO01 et PO08 dans un bouillon M17 enrichi en
calcium spécifiques aux mémes bactéries a été traitée avec la chaleur. Les résultats de cette étude
ont montré différentes sensibilités entre ces deux phages ; le phage PO08 a perdu ~ 7 logio de son
titre initial aprés un traitement de 60 min a une tempeérature de 70 °C, tandis que ces conditions ont

causé une inactivation complete du phage P001 [88].

De plus, il a été démontré que I’augmentation de la température de traitement entraine une
augmentation dans la cinétique d’inactivation des phages, et que la matrice a aussi une influence
sur la sensibilité des phages. L’inactivation des phages était plus rapide dans le cas des phages avec
une matrice complexe qu’une matrice simple [89]. D’autre part, la sensibilité thermique des phages
peut différer selon le milieu de suspension utilisé. Par exemple, les matrices contenant des protéines
protegent les phages contre la chaleur contrairement aux graisses qui n’ont aucune influence sur la

protection des phages [90].

Cependant, les traitements thermiques peuvent produire des changements morphologiques sur les
particules de phages. Les effets de ces traitements ont été surveillés par microscopie électronique
a transmission sur un phage spécifique aux bactéries Lactococcus lactis thermosensible et résistant
a la chaleur [90]. La libération d’ ADN phagique par les chavirés viraux, la décomposition du phage
en structures de téte et de queue et I’agrégation des queues de phage étaient les phénomeénes les
plus fréeqguemment observés, principalement pour le phage thermosensible étudié. Par contre, les
phages résistants a la chaleur ont montré des changements moins évidents dans la morphologie des
phages [89].
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Selon les résultats reportés dans la littérature, on peut constater que la sensibilité des phages aux
méthodes des stérilisations physiques et chimiques dépend de plusieurs facteurs. La famille et la
morphologie ont un grand impact sur la résistance des phages a la stérilisation, généralement les
phages avec un grand virions ou capside sont plus sensibles. De plus, les phages qui se trouvent

dans une matrice plus dense nécessitent plus d’énergie pour les éliminer (tableau 2.2).

L’optimisation des paramétres de stérilisation (température, pression, dose...) et le pourcentage des
additifs stérilisants semble étre 1’élément le plus important a prendre en considération pour avoir

des effets moins létaux sur les phages.



Tableau 2.2 Effets des méthodes de stérilisation sur les phages.
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Méthode Phage (Bacteérie(s) cible(s)) Conditions Résultats Références
144F (Streptococcus lactis) T :70 °C, temps : 60 min. ) )
) ] ) 4.5 logso de réduction
Matrice : lait stérile
[87]
240 (Streptococcus lactis) T :70 °C, temps : 60 min. )
) ) ) 6.5 logio de réduction
Matrice : lait stérile
. T:70°C, t : 60 min.
PO01 (Lactococcus lactis) emps min o .
Matrice : bouillon M17 enrichi en | Inactivation compleéte
calcium
[88]
Chaleur | P008 (Lactococcus lactis) T:70°°C, temps : 60 min. o
Matrice : bouillon M17 enrichi en | 7 10910 de réduction
calcium
T : 60 °C, temps : 30 min. < 4 logio de réduction
Matrice : bouillon MRS
MLC-A (L. paracasei ]
) ) T :60 °C, temps : 30 min. )
, Lactobacillus casei) ~ 2 logio de réduction [91]
Matrice : tampon TMG
T : 60 °C, temps : 30 min. )
) ) < 0.5 logio de réduction
Matrice : lait écrémé




Tableau 2.2 Effets des méthodes de stérilisation sur les phages (suite).

MS-2 (Salmonella typhimurium
WG 49)

Matrice : eau distillée

D1 (®X 174) : 0.6 KGy
D1 (MS-2) : 0.5 kGy

Dio (®X 174) : 1.7 kGy

Famp)

PRD-1 (Salmonella typhi LT2)

PRD-1 : 1 logio de réduction

: Matrice : Peptone 1 % autoclavé 78
®X 174 (E. coli WG 5) P ° Dio (MS-2) : 1.2 KGy L78]
Rayons Matrice : eaux d’égout brutes Dio (PX 174) : 1.5 kGy
gamma autoclaveées. Dio (MS-2) : 1.0 kGy
- imuri Dose : 140 Gy
MS-2 (Salmonella typhimurium - 4 logio de reduction
WG 49) Matrice : Eau
[80]
®X 174 (E. coli WG 5) Dose : 900 Gy )
4 logio de reduction
Matrice : Eau
®X 174 (E. coli CN13) ®X 1744 : 4 logio de réduction
MS-2 (Sal lla typhimuri .
uv (Salmonella typhimurium Dose : 20 mJ/cm? MS-2 : 1 logyo de réduction [81]

33



Tableau 2.2 Effets des méthodes de stérilisation sur les phages (suite).

®X 174 (E. coli WG 5)

Dose : 100 J/cm?

MS-2 (Salmonella typhimurium

T4 (E. coli IM109)

®X 174 (E. coli IM109)

MS-2 (E. coli JM109)

Eau activée par le plasma

Ta: 5 logio de réduction apres
40 secondes

®X 174 : ~7 logao de réduction apres
30 secondes

MS-2 : ~7 logio de réduction aprés
30 secondes

. 2 / .
WG 49) Dose : 290 J/cm 4 logio de réduction [80]
B40-8 (Bacteroides fragilis) Dose : 750 J/cm?
MS-2 (E. coli ATCC 15597) Dose : 9 m J/em? MS-2 : 2.2 logio de réduction
[66]
T (E. coli ATCC 11303) A:255nm T7:4.7 logo de réduction
T4 (E. coli IM109) Ta: 5 logio de réduction apres
40 secondes
®X 174 (E. coli IM109) Gaz : Argon +1 % air artificiel (DX‘174 + 4.2 loguo de reduction
aprés 30 secondes
MS-2 (E. coli IM109) MS-2 : 4.6 logio de réduction apres
30 secondes
Plasma [84]
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Tableau 2.2 Effets des méthodes de stérilisation sur les phages (suite).

Gaz : He: 02(99.25 % : 0.75 %),

7 logao de réduction

®X 174 (E. coli ATCC 23631)

Temps : 20 min

®X 174 : 2 logio de réduction

MS-2 (E. coli ATCC 15597) temps 9 min
[85]
Gaz : He pur, temps : 9 min 4.98 logio de réduction
®X 174 (E. coli ATCC 13706) ®X 174 : 3.0 logso de réduction
P:0.7MPa, T :17.8-27.2°C
[82]
] Temps : 25 min o
QR (E. coli ATCC 23631) QR : 3.3 logio de réduction
SC-CO;
MS-2 (E. coli ATCC 15597) ) MS-2 : 3.0 logio de réduction
P : 0.3 MPa, Tempeérature
QR (E. coli ATCC 13706) ambiante. QR : 5.1 logso de réduction [83]
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2.2.4.2 Effets des méthodes de stérilisation sur les polymeres

Les méthodes de stérilisation par haute énergie de chaleur et radiations sont connues pour étre
nefaste sur les polyméres, en causant des changements dans leurs caractéristiques physico-
chimiques et mécaniques. Le choix d’une méthode de stérilisation efficace qui stérilise non
seulement la surface, mais tout le polymere puisque ce dernier doit se dégrader dans le corps

humain, et qui n’affecte pas les propriétés du polymeére, est primordiale.

Dans le prochain paragraphe, on va citer les principaux travaux qui ont étudié ’effet de diftérentes

meéthodes de stérilisation sur les caractéristiques des polymeéres.
e Meéthodes de stérilisation par radiations

Plusieurs intervalles de dose gamma ont eté testés dans la littérature pour la stérilisation des
polymeres. Des echafaudages de poly (lactide-co-glycolide) (PLGA) ont été stérilisés avec une
dose gamma (Césium) de 3 kGy, qui a entraine une modification de la résistance a la traction ultime
et du module de Young. Cependant, I’irradiation a une dose de 8 kGy (Cobalt 60) a causé une
diminution dans la température de transition vitreuse du polymere et de son poids moléculaire en
raison de la dégradation radiolytique [92]. De plus, les polymeéres irradiés ont présenté une porosité
élevée [93].

Des résultats similaires ont été obtenus par Rychter et al.[94]. Des doses gamma allant de 10 a
25 kGy ont entrainé une baisse considérable dans la température de transition vitreuse (Tg) et du
poids moléculaire moyen en nombre (M;) dans des échafaudages poreux a mémoire de forme
obtenus a partir de terpolymeres biodégradables : poly (L-lactide-co-glycolide-co-triméthyléne
carbonate) et poly (L-lactide-co-glycolide-co-e-caprolactone) [94]. Ceci a été aussi obtenu par
Holy et al. [95], ou une diminution de 50 % a été notée dans le poids moléculaire (Mw) de PLGA
aprées une irradiation a 25 kGy. En revanche, cette dose (25 kGy) n’a entrainé aucune modification

notable dans la surface des pores [95].

Néanmoins, la nature des effets causés par les rayons gamma sur les biomatériaux semble étre
différente d’un polymeére a un autre en fonction de la quantité de radiation émise [96]. Ceci a été

confirmé par I’étude de Foggia et al.[97], ou des doses gamma trés élevées (10 a 50 kGy) n’ont pas
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induit des grands effets sur des composites de poly-e-caprolactone (un polymére
biodégradable)/hydroxyapatite carbonatée (un matériau bioactif). Les rayons gamma ont entrainé
des changements structuraux et des effets nuisibles acceptables: seuls une trés légere
fragmentation des chaines de polymeéres et quelques défauts dans le composant inorganique ont €té
observés. De plus, la cristallinité du polymeére et la composition relative des échantillons n’ont pas
éte significativement affectées par le traitement a haute énergie [97].

L effet des rayons UV sur le PLGA a été évalué par Braghirolli et al. [98], les résultats ont montré
que les échafaudages étaient bien stériles sans aucun changement dans la morphologie ou les
dimensions critiques mesurées des échafaudages. Cependant, une réduction plus importante du
poids moléeculaire des polymeres (M) a eté notée immédiatement aprés la sterilisation, qui a
augmenté proportionnellement avec le temps d’exposition a une lampe UV de 30 watts (30, 60 et
120 min) [98]. Ces résultats sont en contradiction avec ceux de Umeki et al. [99], qui ont démontré
que les UV n’affectent ni la masse molaire en nombre (My) ni la masse molaire en poids (Mw) du
PLGA, et ils ont obtenu aussi le méme résultat avec des microsphéres de poly (lactic acide)
PLA/Poly (lactic co-glycolic acid) PLGA. Cela peut étre di aux courtes expositions aux UV

(30 min) dans ces études qui ont généré moins d’effets sur les caractéristiques des polymeres [99].

e Méthodes de stérilisation chimiques

L’effet d’oxyde d’éthyléne varie d’un polymere a un autre, les structures fragiles telles que celles
trouvées dans les nattes électrofilées et les échafaudages poreux peuvent étre endommagées dans

des conditions de stérilisation a I’EtO considérées comme « douces ».

Dans le cas de poly (ethylene glycol) (PEG) contenant des polycarbonates dérivés de la tyrosine,
la stérilisation a I’EtO a différentes conditions : température entre 35-65 °C, humidité relative entre
35-75 %, temps d’exposition entre 1-6 h et concentration d’EtO entre 0-1000 mg/L ; a induit des
effets nuisibles tels qu’une diminution du poids moléculaire et de la température de transition

vitreuse (Tg), qui ont augmenté en fonction de 1’augmentation des parameétres précédents [100].

En revanche, ’EtO peut réagir avec certains groupes fonctionnels des polymeres, tel que le cas
avec le poly (ethylene glycol) (PEG). L’EtO a causé une estérification du groupe carboxyle

(COOH) présent dans les groupes desaminotyrosyl-tyrosine. De plus, d’autres changements
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morphologiques et physiques ont été notés dans les surfaces des films et des pores des échafaudages
qui sont devenues plus lisses, ou méme dans le volume des échafaudages qui a été diminué de 60 %
apres une exposition de 2h a 100 % oxyde d’éthyléne a 57 °C [101]. Par conséquent, la présence
des groupes sensibles a I’EtO, Parchitecture de 1’échantillon (présence de pores dans les
échafaudages et de filaments fins dans les tapis électrofilés) et la morphologie de surface, doivent
étre prises en considération lors du choix des parametres de stérilisation [101].

Contrairement a 1’oxyde d’éthyléne, le dioxyde de carbone supercritique a montré peu/pas d’effets
nuisibles sur les polymeéres biodégradables, cela a été démontré par Jiménez et al.[59]. La
stérilisation de poly (acide acrylique-coacrylamide) avec du CO: plus 30 % de peroxyde
d’hydrogéne (H202) a une température et une pression de 40 °C, 27.6 MPa respectivement, n’a
induit aucun changement dans les propriétés physiques du gel. De plus, les courbes de séchage
n’ont montré aucun changement significatif entre les échantillons traités (CO2 pur et CO2 plus
30 % H20,) et les échantillons non traités. Les ratios moyens de gonflement a I’équilibre étaient
également tres similaires [59]. Méme en présence d’autres additifs tels que 0.25 % d’eau, 0.15 %
de peroxyde d’hydrogéene et 0.5 % d’anhydride acétique, le SC-CO; n’a pas affecté les propriétés
mécaniques des hydrogels a base de polysaccharides et des échafaudages a base de collagéne. La
procédure s’est avérée moins compromettante sur les propriétés mécaniques et rhéologiques que
les méthodes de stérilisation a basse température comme I’irradiation gamma et I’exposition a

I’oxyde d’éthyléne ainsi que la stérilisation a la vapeur classique [55].

La stérilisation au plasma a causé des effets variables sur les polymeres biodégradables selon le
gaz et la puissance utilisés. Un long traitement au plasma d’argon a induit des dommages
significatifs dans le PLGA méme a une puissance faible de 33 watts. Les especes réactives
d’oxygéne présentes dans le plasma ont causé la réticulation du polymére et ont changé le
comportement de la dégradation. Alors que le traitement au plasma a une puissance élevée de
100 watts pendant 4 min n’a pas affecté la morphologie de polymeére, ce qui montre que la durée

de traitement est plus significative que la puissance [95].

Cependant, le plasma de peroxyde d’hydrogene (H202) n’a pas affecté significativement le My et
Mn de PLLA [102], contrairement aux polymeres de poly (oxyde d’éthylene) et poly (E-

caprolactone) [103], mais il a causé un vieillissement de polymere PLLA et une modification de la
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surface des polymeres poly (oxyde d’éthyléne) et poly (E-caprolactone) diol hydrophobe en
augmentant la rugosité jusqu’a 100-200 %.

En plus de ses effets sur les propriétés mécaniques, la stérilisation par plasma peut causer des
changements chimiques dans les polymeres ou des modifications de surface qui peuvent étre
souhaitables dans certains cas pour la fonctionnalisation des surfaces et I’amélioration de
’adhésion des cellules [61].

e Meéthodes de stérilisation par chaleur
L’effet 1étal de la chaleur sur les polymeéres biodégradables est déja connu et bien compris, cela

justifie le manque des études récentes sur ce sujet.

Le traitement par la chaleur seche des implants de poly (L/D lactide) ou de poly (L/DL-lactide) a
135 °C pendant 2 h sous gaz inerte (argon) et atmosphere a faible humidité a donné de bons
résultats en termes de stérilité. De plus, il n’y avait ni déformation plastique ni changement

dimensionnel des implants ni de la résistance au cisaillement [104].

Cependant, une augmentation du module de flexion et une réduction de 50 % de la résistance a la
flexion principalement due a la dégradation du polymere qui a éte causée par la diminution dans le

poids moléculaire ont été observées.

La stérilisation de poly (L-lactide) (PLLA) par sept difféerents programmes de stérilisation par
I’autoclave a montré que dans tous les cas le poids moléculaire a été diminué ; un temps de
stérilisation court avec une température élevée diminue plus le poids moléculaire qu’un long cycle
de stérilisation avec une baisse température. De plus, une diminution de 35 % de la résistance a la

traction a été notée [105].

En revanche, la stérilisation a I’autoclave pendant 40 min a une température de 121 °C de
polyuréthane a causé d’autres changements significatifs dans ses caractéristiques, ou une résistance
a la traction accrue avec une augmentation dans la densité de réticulation des polymeres ont été

constatées [96].
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e Conclusion

L’analyse de ces travaux a montré que les méthodes de stérilisation par radiations comme les
rayons gamma ont plus d’effets néfastes sur les polyméres que les autres méthodes. Méme avec de
petites doses, les rayons gamma peuvent entrainer une modification de la résistance a la traction

ultime et du module de Young, ainsi que la T et le poids moléculaire de polymere.

Avec des rayons moins ou non ionisants tel que les UV, une réduction dans le poids moléculaire
en nombre et en poids (Mn) et (Mw) peuvent avoir lieu. Cette réduction est proportionnelle avec la

durée d’exposition et la puissance de la lampe UV.

Cependant, les méthodes chimiques telles que 1’oxyde d’éthyléne et Le SC-CO, semblent étre
moins compromettantes sur les polymeéres par rapport aux autres méthodes, surtout le SC-CO- qui
semble étre la meilleure méthode de stérilisation pour les polymeres, puisqu’aucun changement
significatif dans les propriétés mécaniques n’a été noté en plus de son excellent pouvoir pour
I’élimination des contaminations bactériennes surtout avec I’addition d’H.O,, H.O et/ou
I’anhydride acétique. Contrairement a I’oxyde d’éthyléne et le plasma qui ont montré des
modifications de poids moléculaire, de taux de dégradation et des modifications chimiques des

polymeres.

De plus, les polymeres stérilisés au SC-CO> ont montré une bonne cytocompatibilité par rapport a
ceux stérilisés a I’EtO. Ce dernier peut laisser des résidus toxiques qui nécessitent un long protocole
de dégazage pour les éliminer et qui peuvent étre difficiles pour les matériaux tres poreux ou avec
une géométrie complexe [61, 96]. Ceci est le cas aussi pour le plasma a base des gaz qui contient

des especes réactives qui laissent des résidus d’oxygeénes méme aprés la stérilisation [61, 102]

Les principaux effets néfastes causés par les méthodes de stérilisation sur différents polymeéres ont

été résumés dans le tableau 2.3.
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Temps : 30, 90, 120 min

critiques

Méthode Polymeéres Conditions Résultats Référence
Modification de la résistance a la traction [02]
Dose : 3 kGy Modification de module de Young
PLGA Diminution de la température de transition vitreuse (Tg)
Dose : 8 kGy Diminution du poids moléculaire [93]
Porosité élevée
Rayons Diminution du poids moléculaire moyen en nombre et en
PLA-PEG Dose : 10 kGy [99]
gamma masse (M et My)
Réduction de la température de transition vitreuse (T)
LGT et LGC Dose : 10-25 kGy Diminution du poids moléculaire moyen en nombre (M) [94]
Aucune modification notable dans la surface des pores
PCL/HA Tres légere fragmentation des chaines de polymére [07]
Dose : 10-50 KGy Aucun effet significatif sur la cristallinité du polymere
Réduction plus importante du poids moléculaire (M)
Puissance : 30 w
uv | PLGA Aucun changement dans la morphologie ou les dimensions [98]




Tableau 2.3 Effets des méthodes de stérilisation sur les polyméres (suite).

PLGA
A 253 nm Aucun effet sur la masse molaire en nombre (M) et en poids [99]
Temps : 30 min (M) sur les deux polymeéres
PLA/PLGA
] Diminution de 35 % de la résistance & la traction
PLA Type : chaleur humide o ] o [105]
T:129 °C Diminution du poids moléculaire
Chaleur
Polyuréthane Type : (?haleur_ humide Augmentation de la densité de réticulation [96]
Temps : 40 min Reésistance a la traction accrue
T:121°C
Hydrogels a base de Additifs : 0,25 % H.0, Moins compromettante sur les propriétés mécaniques et
polysaccharides 0,15 % H,O, et 0,5 % rhéologiques que les rayons gamma et I'UV
[55]
Echafaudages a base de AcOH
SC-CO;
collagéne
T:25-40 °C
PLGA et PLA P : 205 bar Aucun effet significatif [98]

Temps : 0.6-4 h
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PLGA T:57°C Rétrécissement des dimensions du polymere
Temps : 2h Diminution du poids moléculaire [101]
Affecte la fragilité et la rigidité
PLDLLA T:32-45°C Retarde la dégradation
EtO H : 45 %-70 % [106]
Temps:18-96h
PEG T :35-65°C Diminution du poids moléculaire
H:35%-75% Diminution de la température de transition vitreuse [100]
Temps:1- 6h
Gaz : Argon inerte o
Affecte la structure chimique
Temps::2-10 min ) )
Change le comportement de dégradation
Plasma | PLGA Puissance; : 33 w _ _ o [95]
Augmentation du poids moléculaire
Temps; : 2- 40 min
Puissance; : 100 w




Tableau 2.3 Effets des méthodes de stérilisation sur les polyméres (suite).

Gaz : Oy, CO;, et NH3
Puissance : 200 w

Temps : 30 min

Diminution du poids moléculaire

Augmentation dans les propriétés mécaniques

T:45°C-55°C

Polyuréthane [103]
Gaz : H.0, Diminution du poids moléculaire
Puissance : 200 w Diminution de la force de traction
Temps : 30 min Augmentation du taux de dégradation
Vieillissement physique
Gaz : H,0,, T :43°C
Augmentation de Tt
PLLA Temps : 1 het 39 min [102]
Augmentation de Tq
Augmentation de la cristallinité et de la fragilité
Gaz : H.0,
Polyuréthane Temps : 55 min Augmentation de taux de dégradation [107]
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2.2.4.3 Les effets des méthodes de stérilisation sur la cinétique de relargage des principes
actifs

Dans les études présentées ci-dessus, les chercheurs ont généralement évalué I’effet des méthodes
de sterilisation sur des polymeres utilisés comme des échafaudages, mais pas pour I’encapsulation

et la délivrance des principes actifs a leurs cibles d’action.

Les méthodes chimiques et physiques de stérilisation peuvent modifier la masse molaire des
polymeéres, causer des scissions dans leurs chaines, ce qui va entrainer un changement dans la

cinétique de relargage prédéfinie des principes actifs encapsules.

Dans la prochaine section, on va présenter les travaux effectués sur les effets des méthodes de
sterilisation sur le profil de relargage de différents principes actifs.

Moioli et al. [108] ont comparé 1’effet de la stérilisation par I'ultraviolet pendant 30 min sur des
microsphéres d’acide poly-d-I-lactique-co-glycoliqgue (PLGA) encapsulant des facteurs de
croissance TGFR 3. Les résultats ont montré que I’ultraviolet a considérablement atténué la
libération des molécules TGFR 3 par rapport aux microsphéres non stérilisées. De plus, cette
atténuation a été liée avec la diminution de la quantité des molécules encapsulées a cause de la
présence d’une dégradation dans la surface des microspheres ainsi que la diminution de la masse
des polymeres [108]. Des résultats similaires ont été obtenus par Umeki et al.[99], ou une
exposition des microsphéres de poly (lactic acide) PLA/Poly (lactic co-glycolic acid) PLGA
encapsulant des molécules de BFB0261 aux UV pendant 30 min a entrainé une libération de 45 %
sur une semaine. Cependant, un taux de libération plus important (70 %) a €eté noté pour les
microsphéres exposées aux rayons gamma (10 kGy) dans la méme période, ceci est da a la

réduction de la masse molaire en nombre (My) du PLGA [99].

En revanche, le taux de libération des molécules a partir des polymeres irradiés aux rayons gamma
semble étre directement proportionnel a la dose d’irradiation. Des doses de (5, 15, 25 kGy) ont
entrainés une lente augmentation dans la libération d’une molécule anti-inflammatoire a partir de
PLGA, sans aucun changement dans la charge de la molécule [109]. De plus, le taux de libération

des molécules a partir des PLGA irradiés aux rayons gamma peut étre plus grand a ceux non
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irradiés. Shapourgan et al. [93] ont démontré que la libération d’acétate de leuprolide aprés 33 jours
a été 1.6 plus dans le cas des PLGA irradiés par rapport a ceux non irradiés [93].

Cependant, des doses supérieures a 25 kGy (30 et 35KkGy) n’ont pas donné des résultats
acceptables de point de vue libération des médicaments a partir de PLGA. Des doses inférieures a
25 kGy ont permet une libération de trés fortes concentrations de 1’antibiotique (vancomycine) bien

au-dessus de sa concentration minimale inhibitrice in vitro jusqu’a 28 jours [110].

Contrairement aux méthodes de stérilisation par radiations, les méthodes chimiques telles que
I’EtO n’ont pas montré une augmentation dans le taux de libération de molécules encapsulées. Le
taux de libération de la Vancomycine a partir du PLGA dans le cas de I’EtO était faible par rapport
a celui de rayons gamma [110].

La stérilisation par chaleur a été comparée avec les deux méthodes (rayons gamma et UV) [96],
pour la stérilisation d’un polymére de polyuréthane réticulé au diisocyanate de cyclodextrine-

hexaméthyle qui contient trois médicaments : I’érythromycine, la vancomycine et la rifampicine.

Les résultats de cette étude ont montré que les rayons gamma et I’EtO ont entraine une légere
augmentation du gonflement du polymeére apres la stérilisation, mais aucun changement significatif
n’a eteé observé dans le taux de libération des molécules. Par contre, les polymeres sterilisés a
I’autoclave ont montré une réduction significative de la quantité totale de drogue chargée et libérée,
présumeée étre due a I’augmentation de la densité de réticulation. Cependant, cela n’a affecté que

le taux de libération initial de I’antibiotique [96].

En conclusion, les rayons gamma peuvent causer une dégradation radiolytique des polymeres, qui
entraine par la suite la diminution de leur poids moléculaire et ’augmentation de la quantité de
médicaments libérée en fonction de 1’augmentation de la dose. Ceci est le cas aussi pour la
stérilisation a I’UV, mais avec un taux de libération moins que celui des rayons gamma vu que les

UV sont moins ionisants et causent moins de dégradation de polymeres.

Cependant, la stérilisation a I’autoclave peut entrainer une reduction significative de médicaments
chargés et libérés a cause de I’augmentation de la densité de réticulation. C’est pour cette raison,
cette technique peut étre utilisée pour augmenter la densité de réticulation, lorsqu’une libération
prolongée est désirée plutdt qu’une libération initiale ou une charge de médicaments plus

importante.
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Néanmoins, les méthodes chimiques telles que le SC-CO- et I’EtO semblent étre les méthodes de
stérilisation les moins susceptibles de modifier la cinétique d’administration des médicaments [96].

La majorité des effets des méthodes de stérilisations sur les systémes de délivrances des

médicaments a base de polymeéres ont été regroupés dans le tableau 2.4.



Tableau 2.4 Effets des méthodes de stérilisation sur les systemes polymériques de délivrance des molécules.
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Méthode Systéme Conditions Résultats Référence
S 0 . .
Microsphéres de PLA/PLGA Ll_be_ratlc_)n de 70 % des molécules pendant 1 semaine
Dose : 10 kGy Diminution de M [99]
Molécule : BFB0261
Microsphéres de PLGA Lente augmentation dans la libération des molecules
Rayons - _ Dose : 5, 15, 25 kGy | Pas de changement dans la charge des molécules [109]
gamma Molécule : Anti-inflammatoire
Microsphére de PLGA ?I'aux_ fje libération 1.6 plus que les microsphéres non
. irradiées [93]
Molécule : Acétate de Dose : 8 kGy Libération jusqu’a 33 jours
Leuprolide
Atténuation de la libération des molécules
Microsphéres de PLGA ) Diminution de la charge initiale des molécules
Temps : 30 min _ _ [108]
Molécule : TGFR3 Dégradation de la surface des microsphéres
Diminution de la masse de polymeére
uv
A:253 nm
Microsphére de PLA/PLGA Temps : 30 min Libération de 70 % des molécules pendant 1 semaine
[99]
Molécule : BFB0261




Tableau 2.2 Effets des méthodes de stérilisation sur les systemes polymériques de délivrance des molécules (suite).

49

Chaleur

Microsphéres de Polyuréthane

Molécules : érythromycine,
vancomycine et rifampicine

T:170°C
Temps : 30 min

Réduction significative de la charge initiale et libérée
des molécules

Augmentation de la densité de réticulation

[96]
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2.3 Conclusion

Apres avoir évalué les résultats présentés dans la littérature sur I’effet des méthodes de stérilisation
sur les phages et les polymeéres biodégradables, on a pu tirer les conclusions suivantes :

1. Les méthodes de stérilisation par radiations telles que les rayons gamma ont montré des
effets nuisibles sur les caractéristiques physico-chimiques et mécaniques des polymeéres
biodégradables telles que le changement de la masse molaire et le taux de dégradation, qui
affectent par la suite la cinétique de relargage des principes actifs. Cependant, ces effets
sont contrblables par les doses et les durées d’exposition aux radiations et aussi ils varient

d’un polymere a un autre.

2. La sensibilité des phages aux rayonnements gamma et UV change d’un phage a un autre,
et elle dépend de la matrice ou ils se trouvent, qui peut augmenter la résistance des phages
aux radiations. On suppose que dans notre cas le polymere va minimiser leur effet nuisible
sur les phages. De plus, les travaux précédents ont évalué les effets des méthodes de
sterilisation sur un seul phage. Cependant, dans notre cas on va tester ces méthodes sur un
cocktail de phages de différentes familles. Les resultats de la revue de littérature montrent
que la sensibilité des phages aux méthodes de stérilisation change d’un phage a un autre
selon la structure et la morphologie. Par conséquent on ne peut pas prévoir I’effet de la
stérilisation sur un cocktail de phages de différentes familles, ce qui nécessite de tester ces

méthodes sur notre cocktail de phages pour avoir une idée claire et sdre.

3. Bien que I’EtO n’a pas montré des changements dans la cinétique de relargage des
molécules, mais pour notre projet qui a comme objectif initial de traiter les infections
bactériennes, l’utilisation de 1’oxyde d’éthyléne pour la stérilisation des systémes de
délivrances des phages est strictement déconseillée, car ce dernier peut générer des résidus

toxiques qui peuvent causer une inflammation.

4. La chaleur seche et humide ne convient pas avec les polymeres biodégradables et qui ont

une basse température de transition vitreuse, et elles peuvent causer des changements dans
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les caractéristiques physico-chimiques de polymeéres, en plus de leur effet létal sur les

phages.

5. Malgré que le plasma peut causer une réticulation ou une dégradation des matériaux qui
compromet leurs propriétés mécaniques, I’optimisation de la puissance et le temps de
génération du plasma aident a améliorer ’attachement cellulaire au biomatériau, par la
fonctionnalisation des surfaces. De plus son effet létal sur les phages peut avoir lieu dans

des périodes de I’ordre de secondes et change d’un phage a un autre.

6. Le dioxyde de carbone supercritique semble étre la méthode de stérilisation la moins
compromettante pour les polyméres et les phages. Les résultats montrent qu’aucun
changement significatif n’a éte causé par le SC-CO: sur les polymeéres biodégradables.
Cependant, une légere réduction dans le titre des phages a été notée, sachant que cette
sensibilité des phages au SC-CO2 change d’un phage a un autre et que la stérilisation a été
testée sur des phages dans un milieu liquide, et dans notre étude on suppose que le polymére

va protéger encore mieux les phages contre la stérilisation par le SC-CO..

Sur la base de ces conclusions, on a opté pour la premiere fois pour la stérilisation au SC-CO> des
polymeres biodegradables charges d’un cocktail de phages (patchs), de plus on a évalué notre
hypothése sur le fait que le polymeére protégera les phages contre les méthodes de stérilisation par
radiations (gamma et UV), afin de choisir la meilleure méthode qui va éliminer toute sorte de

contamination dans les formulations sans altérer les phages.
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CHAPITRE3 METHODOLOGIE

Dans ce chapitre, on va présenter les matériels utilisés et les méthodes suivies pour réaliser ce
projet, allant de la préparation de différentes formulations des phages encapsulés et piégés dans des
patchs jusqu’aux méthodes effectuées pour la stérilisation de ces formulations, et on cl6ture par les

caractérisations effectuées pour évaluer ’activité et la stérilité des phages aprés la stérilisation.

3.1 Matériels

Le cocktail de 14 phages (SPK cocktail) a été préparé et purifié a Phagelux et ses bactéries cibles
Staphylococcus, Pseudomonas et Klebsiella ont été fournies généreusement par I’institut national
de santé publique du Québec (INSPQ).

Les milieux de croissance Trypic Soy Broth (TSB), Difco ™ Fluid Thioglycollate Medium (FTM)

et I’ Agar, ont été achetés respectivement chez Millipore Sigma, BD et Sigma-Aldrich.

Le tampon TMN (Tris-MgCl>-NaCl) et le polymere PEAU (Poly ester amide urea) ont été préparés
a Phagelux. Le sucrose, le Dichlorométhane (DCM) et I’alcool polyvinylique (PVA) (87-89 %) ont

été achetes chez Sigma-Aldrich.

Le milieu de relargage a été préparé a Phagelux en mélangeant ’EMEM supplémenté avec L-

Glutamine acheté chez ATCC et le sérum de cheval acheté chez Cedarlane.

Pour le conditionnement final des patchs, des poches achetées chez Beacon Converters Inc ont été

utilisées.
3.2 Méthodes

3.2.1 Bactéries et bactériophages

3.2.1.1 Culture des bactéries

La culture des bactéries a été effectuée sous la hotte biologique, en utilisant des milieux et des

matériels stériles.
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Un volume de 200 ul des bactéries cibles Staphylococcus (Sax, SaAl, SaA4, SaAl2 et saA29),
Pseudomonas (PsA23, PsA37 et PsA159) et Klebsiella (Kp27), a été inoculé dans 4 ml de milieu
TSB puis incubé pendant 2-3 heures a 37 °C, afin d’obtenir une suspension bactérienne dans sa

phase exponentielle.
3.2.1.2 Préparation des bactériophages

Un cocktail de phages spécifiques aux bactéries Staphylococcus, Pseudomonas et Klebsiella,

propriétaire & Phagelux a été utilisé pour ce projet avec un titre initial de 10° PFU/m.
3.2.2 Préparation des formulations de phages

3.2.2.1 Lyophilisation de phages

Le cocktail de phages a été lyophilisé dans le sucrose afin d’obtenir une formulation phages-sucrose
a 0.1 mol/l. Le cycle Pz de lyophilisateur LABCONCO a été utilisé pour lyophiliser le cocktail de
phages.

3.2.2.2 Melange de polymeres et de phages

Le polymere de Poly (ester amide urea) (PEAU) a été utilise comme un systeme de délivrance de

cocktail de phages lyophilisés.

D’abord, le PEAU a été dissous directement dans le solvant organique le Dichlorométhane pour
obtenir une solution de polymere PEAU. Dans un premier lieu, les bactériophages lyophilisés dans
le sucrose, et le TMN ont été mélangés directement avec cette solution et bien homogénéisés

pendant 20 secondes.

Ensuite, la formulation a été coulée dans des moules en téflon et laissée sécher sous vide pour
minimum 4 jours, jusqu’a que le DCM s’évapore totalement et le poids de la formulation soit
stable. A la fin, un film de polymére sec chargé en bactériophages a été obtenu (patch principal),
ce film (patch) a été coupé en morceaux de 4 cm* 4 cm puis emballés dans des poches qui ont été

bien scellées afin de minimiser 1’humidification des patchs.
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3.2.2.3 Encapsulation des phages

Le cocktail des phages a été encapsulé en utilisant une émulsion eau/huile/eau. Un mélange de
0.4 ml de cocktail de phages avec 0.4 ml du PVA (2 %) a été prépareé, puis il a été homogénéisé
avec un volume de 8 ml de la solution de PEAU dans le DCM (13 % w/v) pour obtenir I’émulsion

primaire.

Ensuite, I’émulsion primaire a été placée dans un entonnoir a robinet, puis versée goutte par goutte
sur I’émulsion secondaire constituée d’une solution de 20 ml de PVA 2 %, afin d’obtenir des

phages microencapsulés.
3.2.3 Stérilisation

3.2.3.1 Stérilisation aux rayons gamma

Des echantillons des phages liquides, des phages microencapsulés, des patchs chargés en
bactériophages et d’indicateur biologique (Bacillus pumilus) ont été envoyés a NORDIAN (Laval,

Canada) afin de les stériliser.

Pour ce fait un irradiateur de Cobalt 60 (°Co) a été utilisé et quatre doses de rayons gamma ont été
testées : 5, 10, 15 et 25 kGy selon les exigences de I’'TSO 11137 : stérilisation des produits de santé
afin d’obtenir un SAL de 10°.

3.2.3.2 Stérilisation a I’ultraviolet

Des échantillons des phages liquides, microencapsulés et des patchs chargés en bactériophages ont

été exposés aux ultraviolets.

Une lampe germicide avec un rendement de 2*15 watts a éte utilisée pour irradier les échantillons.
D’abord, on a laissé la lampe brdler pendant un certain temps avant de I’utiliser afin de stabiliser

la production d’énergie rayonnante.

Pour irradier les échantillons, la lampe UV a été placée a une distance de 40 cm des échantillons,

puis ils ont été exposés aux UV pendant 15, 30, 60 et 90 minutes.
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3.2.3.3 Stérilisation au dioxyde de carbone supercritique

Les patchs chargés en phages ont été stérilisés avec le dioxyde de carbone supercritique a
NovaSterilis (Lansing, New York) en utilisant I’équipement NOVA2200.

Les patchs dans leurs emballages finaux, ont été exposés au SC-CO; pendant quatre durées de
traitement afin d’optimiser la durée de stérilisation la plus appropriée pour les patchs parmi 30, 60,
90 et 120 min a une température et une pression de 35 °C et 97.71 atm respectivement. Aucun

additif n’a été ajouté avec le carbone dioxyde.
3.2.3.4 Stérilisation a ’autoclave

La stérilisation a I’autoclave des patchs et des formulations liquides des phages a été effectuée sous

les conditions suivantes :

Tableau 3.1 Les cycles de la stérilisation a I’autoclave

Temps de | Tempeéerature de | Séchage | Temps de
Type Purge L L. . ,
sterilisation stérilisation sous vide séchage
Autol ) ] )
Gravité 1.00 20 min 121.0 °C 0.34 bar 10 min
20X10
Auto2
Gravité 1.00 30 min 121.0 °C 0.34 bar 20 min
30X10

3.2.4 Caractérisation biologique

3.2.4.1 Efficacité et stabilité a long terme

Etant donné que le poly ester amide Urea (PEAU) est un polymére hygroscopique (il absorbe
I’humidité) [111], et que les phages sont des microorganismes sensibles a la température ; les patchs
chargés en bactériophages stérilisés et non stérilisés ont été stockés a différentes températures 4,
26, 37 et 55 °C pendant 18 mois. Un test de stabilité a été effectué avant le stockage (temps 0) et

apres des périodes de stockages bien définies : 2 semaines, 3 mois, 6 mois, 12 mois et 18 mois.
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3.2.4.2 Evaluation biologique in vitro : libération contrdlée des bactériophages actifs

Afin d’estimer le titre de phages libérés de patchs apres chaque période de stockage, on a utilisé un
milieu de relargage constitué d’une solution d’EMEM (composée d’acides aminés, des sels

inorganiques et des vitamines) et de sérum de cheval (10 %, V/v).

Pour chaque patch stérilisé et non stérilisé, trois morceaux ont été prélevés de chaque échantillon
(triplicata dépendants), puis mis dans des tubes Eppendorf contenant un volume de 1 ml de solution
d’EMEM et de sérum de cheval (10 %, v/v).

Les patchs ont été incubés dans ce milieu pendant 30 min a 37 °C, ensuite ils ont été transférés a
d’autres tubes contenant un nouveau milieu de relargage a des moments prédéterminés (1, 2, 3, 4,
24,48, 72 h et 1 semaine).

Chaque échantillon obtenu apres le test de relargage a ensuite subi le test de titrage afin de

déterminer le nombre de phages libéré dans chaque 1 ml de milieu de relargage.
3.2.4.3 Titrage de phages

Le titrage de phages a été effectué sous la hotte biologique, les matériels et les milieux utilisés pour

cette expérience ont été bien stériles.

Une dilution en série de I’échantillon de phages a été effectuée, en utilisant une pipette de 20 pl.
Un volume de 11.1 pl de chaque tube a été préleve puis mélangé dans un tube Eppendorf contenant

un volume de 100 ul de milieu TSB afin d’obtenir une solution de phages diluée a 102

La méme procédure a été répétée afin d’obtenir une dilution en série de 10%, 102, 103, 10, 107,
10°, 107, 10,

Un volume de 100 pl de chaque bactérie Staphylococcus, Pseudomonas et Klebsiella a été mélangé
avec 3 ml de Top Agar, puis homogénéisé et coulé sur la plague pétrie afin d’obtenir une couche

gélifiée d’une suspension de bactérie dans le Top Agar.

Ensuite, on a pris un volume de 10 ul de chaque tube de dilution et du tube de contréle

(I’échantillon non dilu¢) et on I’a déposé sous forme d’une goutte sur la plaque pétrie.
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Une fois que les plaques pétries sont bien séches, elles ont été incubées a 37 °C pendant 16-
18 heures. Apres cette période, des plages de lyse de phages sont apparues sur la plaque pétrie, par
la suite le titre de phages libéré dans 1 ml de milieu de relargage a été calculé en utilisant la formule

suivante :

nombre de plaques dans une goutte de 10 microlitres 100

Nombre de phages par ml (PFU/ml) =

le facteur de dilution

Afin d’obtenir le titre des phages dans les patchs en PFU/mg, on a normalisé le titre de phages par

ml en le divisant par la masse en mg de patch utilisé pour le test de relargage.
3.2.5 Test de sterilité

Les échantillons stérilisés et non stérilisés ont subi le test de stérilité afin de détecter tout type de

contamination aerobie ou anaérobie dans les patchs.

Le test a été effectué selon la Pharmacopée américaine (USP 71), sous la hotte biologique et tout
le matériel utilisé pour ce test a été bien stérilisé avec de 1’éthanol (70 %), pour éviter toute

contamination qui peut avoir lieu a cause d’une mauvaise manipulation.

Deux milieux différents ont été utilisés, le milieu TSB pour détecter les bactéeries anaérobies et le
milieu FTM pour détecter les bactéries aérobies, et avant de commencer le test de stérilité, un test
de stimulation de croissance « Growth promotion test» a été effectué selon la Pharmacopée

américaine (USP 71) pour s’assurer que ces deux milieux sont bien stériles et non contaminés.

Pour effectuer le test de stérilité sur les formulations stérilisées et non stérilisées, deux morceaux
de patchs ont été préleves de chaque échantillon. Cependant, dans le cas des échantillons liquides
deux prélevements de 1 ml ont été pris de chaque échantillon. Chaque morceau prélevé des patchs
ou chaque 1 ml prélevé de formulation liquide a été placé dans des tubes remplis avec 3 ml de
milieu FTM et 3 ml de milieu TSB, puis ces tubes ont été incubés a 26 °C et 37 °C pour le TSB et

le FTM respectivement pendant 14 jours.

Les tubes de test ont été inspectés chaque jour pendant 14 jours pour veérifier la présence de la

croissance bactérienne visible.
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3.2.6 Analyses statistiques

L analyse statistique a été realisée a I’aide du logiciel SPSS-PC 23.0 (SAS, Cary, NC, USA), afin
d’établir toute différence significative dans les titres des phages entre les échantillons stérilisés et
non stérilisés. Les différences dans les titres de phage, exprimées en moyenne et écart-type des
triplicatas dans tous les tests, ont été déterminées par les fonctions d’Excel. Le test de t-student a

été utilisé pour comparer les moyennes a un niveau de signification de P <0,05.
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CHAPITRE 4 RESULTATS

Dans ce chapitre on va présenter les résultats de la stérilisation de formulations des phages liquides,
encapsulés et piégés dans des patchs par le SC-COy, les rayons gamma et 1'ultraviolet.

La premiere partie, concerne les résultats de la stérilisation par le SC-CO2, ou on va présenter
d’abord, I’effet de la température de stockage sur I’activité des phages piégés dans des patchs non
stérilisés, puis I’effet de stockage a long terme a différentes températures sur la cinétique de
relargage des phages, ensuite on va présenter les résultats montrant ’effet de stockage a long terme

a4 °C et 26 °C sur I’activité des phages piégés dans des patchs stérilisés.

La deuxiéme et la troisieme partie concernent la stérilisation aux rayons gamma et a I’ultraviolet
respectivement de différentes formulations de phages : liquides, microencapsulés et piégés dans

des patchs, ou on va présenter les résultats de ’activité des phages apres la stérilisation.

Les résultats de test de stérilité effectués sur les échantillons stérilisés et non stérilisés seront

présentés a la fin de chaque partie de ce chapitre.

4.1  Stérilisation par le dioxyde de carbone supercritique

Dans cette partie, on va présenter les résultats de la stérilisation par le SC-CO2 des phages piéges
dans des patchs de PEAU. Dans la premiére section, on va parler d’abord sur I’effet de la
température de stockage sur les patchs non stérilisés afin d’évaluer les températures idéales pour
le stockage a long terme, puis on va discuter 1’effet de la stérilisation au SC-CO; sur la cinétique
de relargage des phages a partir des patchs et aussi sur la stabilité des phages a long terme (18
mois) et on cloture par les résultats de test de stérilité effectué sur des patchs stérilisés et non
stérilisés au SC-CO..
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4.1.1 Effet de la température de stockage sur I’activité des phages

10
Température de stockage(°C)
9 04
A26
o037

Log10 (PFU/mQg)

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70

Temps de stockage (Semaines)

Figure 4.1 Effets de la température de stockage sur I’activité des phages piégés dans des patchs

non stérilises stockés a 4 °C (en bleu), stockés a 26 °C (en rouge) et stockés a 37 °C (en vert).

Avant d’évaluer I’effet de la stérilisation au SC-CO- sur la stabilité des phages piégés dans des
patchs de PEAU, on a voulu d’abord connaitre les températures idéales pour le stockage des patchs

non stérilisés a long terme.

La figure 4.1 représente I’effet de différentes températures de stockage (4, 26 et 37 °C) sur la
stabilité des phages piégés dans des patchs. Les resultats montrent que les phages stockés a 4 °C
sont les plus stables pendant 18 mois et aucune réduction significative n’a été observée dans le titre
des phages entre le point O et 18 mois de stockage, suivis par les patchs stockés a 26 °C qui ont
montré une réduction significative de ~ 4 logio dans le titre phagique avant et aprés un stockage de
18 mois. Tandis que les phages stockés a 37 °C représentent une mauvaise stabilité, ou une

inactivation compléte des phages a été notée apres 48 semaines de stockage.
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4.1.2 Effet de temps d’exposition au SC-CO: sur la cinétique de relargage des
phages

L’effet de la stérilisation au SC-CO- sur la cinétique de relargage des phages a partir des patchs de

PEAU a été aussi évalué dans ce projet. Dans la figure 4.2 on a comparé la cinétique de libération

des phages a partir des patchs stérilisés et non stérilisés avant le stockage (figure 4.2.a) et apres 18

mois de stockage a 4 °C et 26 °C (figure 4.2.b et figure 4.2.c), afin de vérifier si le profil de

libération des phages change aprés un traitement au CO> supercritique et aprés un stockage pendant

18 mois a deux températures différentes (4 °C et 26 °C).
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Figure 4.2 Relargage cumulatif des phages a partir des patchs stérilisés et non stérilisés avant le

stockage (a), aprés 18 mois de stockage a 4 °C (b), aprés 18 mois de stockage a 26 °C (c).
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La figure 4.2.a montre que les profils de relargage des phages a partir des patchs stérilisés et non
stérilisés sont presque similaires et ne présentent aucune différence significative que ce soit entre
les différents échantillons stérilisés ou les échantillons stérilisés et non stérilisés. De plus, on
observe une libération rapide des phages dans les deux premiéres heures d’incubation in vitro dans
le milieu EMEM mélangé avec 10 % de serum de cheval, avec des taux de libération élevés :
96.7 %, 83.1 %, 97.0 %, 78.3 % et 74.3 % a partir des échantillons CTRL, 30, 60, 90, 120 min
respectivement. Alors que, apres cette période la libération devient plus lente et commence a se

stabiliser a partir de la troisieme heure d’incubation.

En outre, le stockage des patchs pendant 18 mois a 4 °C (figure 4.2.b) n’a pas montré un
changement dans la cinétique de relargage de chaque échantillon, et la comparaison des profils de
relargage de chaque échantillon traite au SC-CO. avant le stockage (figure 4.2.a) et aprés le
stockage (figure 4.2.b) ne montre aucune différence significative entre eux. De plus, le relargage
¢tait plus rapide dans les trois premicres heures d’incubation et les patchs continuent a libérer les

phages graduellement méme apreés 1 semaine (168 heures) d’incubation in vitro.

Cependant, pour les patchs stockés a 26 °C (figure 4.2.c), un changement complet a été noté dans
les profils de relargage de tous les échantillons par rapport aux figures 4.2.a et 4.2.b. Le titre des
phages total libéré aprés 168 jours d’incubation montre une diminution significative de presque
4 unités logarithmiques apres 18 mois de stockage a 26 °C par rapport a la figure 4.2.a (avant le
stockage). De plus, une différence significative a été notée entre la cinétique de relargage des patchs

stérilisés et stockes a 26 °C par rapport a ceux non stockés et stockeés a 4 °C.
4.1.3 Effet de la température de stockage sur la stabilité des patchs

L’effet de la stérilisation des patchs sur la stabilité des phages a long terme a été aussi évalué dans
ce projet, la figure 4.3 montre I’effet de la température de stockage sur la stabilité des phages piégés

dans des patchs stérilisés et non stérilisés.
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Figure 4.3 Effets de la température de stockage sur la stabilité des phages dans des patchs stérilisés
pendant 30, 60, 90 et 120 min et non stérilises (CTRL) stockés a 4 °C (a) et a 26 °C (b) pendant 18

mois.
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La figure 4.3.a montre que les patchs stérilisés pendants (30, 60, 90 et 120 min) restent stables
méme apres un stockage de 18 mois a 4 °C et aucune différence significative n’a été observée dans
le titre des phages par rapport aux échantillons stérilises a chaque point de stabilité. Cependant, la
figure 4.3.b montre que les phages piégés dans des patchs stérilisés et stockés a 26 °C n’étaient pas
stables pendant 18 mois de stockage et une réduction significative a été obtenue dans le titre des
phages avant le stockage (temps 0) et aprés 18 mois de stockage pour les échantillons stérilisés et

non stérilisés.
4.1.1 Test de stérilité

Les résultats de test de stérilité des patchs aprées différentes périodes d’exposition au SC-CO3 (30,

60, 90 et 120 min) sont présentés dans le tableau 4.1.

Les résultats effectués sur des triplicatas dépendants de patchs stérilisés et stockés pendant 18 mois
a 4 °C et 26 °C, indiquent que seulement 1/3 des échantillons stockés a 26 °C : (30 min (3) et
60 min (2)) montrent la présence d’une contamination anaérobie. Cependant, le reste des

échantillons étaient bien stériles et aucune contamination aérobie ou anaérobie n’a été détectée.



Tableau 4.1 Résultats de test de stérilité

Température (°C) 4 26

Echantillon TSB FTM TSB FTM

CTRL positif Q) () () ()
CTRL (1) Q) () () Q
CTRL (2) Q) () () Q
CTRL (3) Q) (+) () Q
30 min (1) Q) () () ()
30 min (2) Q) () () ()
30 min (3) Q) () (+) ()
60 min (1) Q) () () Q
60 min (2) Q) () (+) ()
60 min (3) Q) () () Q
90 min (1) Q) () () ()
90 min (2) Q) () () ()
90 min (3) Q) () () ()
120 min (1) Q) () () ()
120 min (2) Q) () () ()
120 min (3) Q) () () ()

(-) : stérile/(+) : contaminé

66
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4.2  Stérilisation aux rayons gamma

La deuxiéme méthode de stérilisation testée dans ce projet était les rayons gamma. L’activité des
phages dans des formulations liquides, encapsulés et piégés dans des patchs a été évaluée apres une
irradiation a des doses gamma de 5, 10, 15 et 25 kGy et présentée dans le tableau 4.2 sous forme
d’unités logarithmiques de réduction dans le titre phagique. De plus, les résultats de test de stérilité
ont été présentés sous forme de signe « + » et «—»; ou le signe « + » signifie que 1’échantillon est

contaminé, tandis que le signe « —» signifie que 1’échantillon est stérile.

Tableau 4.2 Logio de réduction du titre des phages en fonction de la dose d’irradiation gamma.

Dose d’irradiation gamma (kGy)
Formulation
5 10 15 25
Phages non 8.70) 8.70) 8.7 0 8.70)
encapsulés
Phages encapsulés 390 480 710 710
Patchs 290 390 520 520

Les résultats montérent que les phages liquides présentent une réduction rapide de leur titre et une
inactivation complete des phages a été observee aprés une irradiation de 5 kGy. Cependant, les
phages encapsulés et piégés dans des patchs de PEAU montrent une réduction de 3.9 logio et
2.9 log 10 respectivement aprés une irradiation a la méme dose et une inactivation compléte des

phages a une dose de 15 kGy.

D’autre part, les résultats de test de stérilité ont révélé ’absence de contamination aérobie et
anaérobie dans les formulations des phages liquides, encapsulés et piégés dans des patchs de

PEAU.

4.3  Stérilisation a ’ultraviolet

La stérilisation UV a été effectuée sur des formulations des phages liquides et piégés dans des

patchs de PEAU. Les résultats de I’activité des phages aprés différentes périodes d’exposition aux
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rayons UV (15, 30, 60 et 90 min) sont présentés dans le tableau 4.3 sous forme d’unités
logarithmiques de réduction dans le titre des phages.

De plus, les résultats de test de stérilité sont présentés dans le méme tableau sous forme de signe
«+» et «—»; ou le signe « + » signifie que I’échantillon est contaminé, tandis que le signe «—»

signifie que 1’échantillon est stérile.

Tableau 4.3 Logio de réduction du titre des phages en fonction de la durée d’exposition aux UV,

Durée d’exposition (min)
Formulation
15 30 60 90
Phages liquides 2.15 0 2.29 O 2.80 O 3.28 0
Patchs 2110 2.07 0 1.830) 1.99 ©

Les résultats ne montrent pas une différence significative dans le logio de réduction dans le titre
phagique entre les phages liquides et piégés dans des patchs de PEAU apres une exposition aux
UV pendant 15, 30 et 60 min. Cependant, cette différence devient significative aprés une exposition
de 90 min, et les phages liquides montrent une réduction de 3,28 logio vs 1,99 logio pour les phages

piégés dans les patchs de PEAU.

L’exposition des phages liquides et piégés dans des patchs aux rayons UV ne montre aucune

contamination aérobie ou anaérobie selon les résultats obtenus par le test de stérilité.

4.4  Stérilisation a ’autoclave

La chaleur seche a été aussi testée dans ce projet pour la stérilisation des formulations des phages.
Les résultats de la stérilisation a I’autoclave montrent une inactivation complete des phages sous
les deux conditions de stérilisation « grav20 » et « grav 30 ». Cependant le test de stérilité a montré
I’absence de contamination aérobie et anaérobie dans les formulations des phages apres ces deux
cycles d’autoclavage, ce qui montre que les patchs et les formulations liquides étaient bien stériles,
mais les températures élevées de la stérilisation par I’autoclave étaient trés compromettantes pour

les phages.
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CHAPITRES5 DICSUSSION GENERALE

L’utilisation des phages en tant qu’agents antibactériens est devenue une application thérapeutique
tres attrayante pour surmonter le probleme de la résistance bactérienne aux antibiotiques.
Cependant, vu que les phages sont des structures protéiques qui renferment un matériel génétique,
leur stabilité dans des formulations liquides est limitée. De plus, leur activité in vivo peut étre
diminuée a cause des conditions physiologiques défavorables ou suite aux réponses immunitaires
déclenchées par le corps humain. Cela nécessite le développement et 1’optimisation des
formulations des phages qui maintiennent leur stabilité a long terme et assurent la présence d’une

dose phagique suffisante pour traiter les infections bactériennes.

Néanmoins, cette classe de biomatériau doit avoir un niveau de stérilité tres élevé, afin de ne pas
causer une nouvelle infection bactérienne. Cependant, la nature protéique des phages et la présence
d’un matériel génétique rendent le choix de la methode de stérilisation appropriée pour ces
formulations biologiques tres problématique, en raison de la sensibilité elevee des protéines et de

matériel génétique a la stérilisation.

C’est pour cela, on a développé une formulation des phages intégrés dans des patchs de PEAU et
on a testé trois méthodes de stérilisations : SC-CO,, rayons gamma et UV, afin de choisir la
méthode la plus appropriée pour stériliser ces formulations sans diminuer I’activité des phages et

aussi qui assure la stabilité et la stérilité des patchs charges en phages a long terme.

Dans ce projet, on a commence par évaluer les conditions de stockage les plus appropriées pour
assurer une longue stabilité des patchs. C’est pour cette raison qu’on a d’abord stocké les patchs
non stérilisés (CTRL) a différentes tempeératures (4, 26, 37 et 55 °C) et on a montré par la suite une

relation claire entre la température de stockage et la stabilité des phages.

Les résultats montrent que le stockage des patchs a 4 °C présente un excellent résultat en terme de
stabilité des phages a long terme (figure 4.1), malgré que le titre des phages mesuré entre le point
0 et 18 mois montre quelques fluctuations dues aux changements de bactéries hotes lors de titrage
des phages, aux erreurs des équipements de laboratoires et essentiellement a la hon-homogénéité
de patch... etc. Cependant, cette différence est considérée comme non significative et apres 18

mois de stockage les patchs contiennent toujours ~7 logio de phages.
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Néanmoins, puisque les patchs chargés en phages sont généralement utilisés dans des conditions
ambiantes, et que le stockage et le transport a froid pourrait étre difficile a réaliser dans les pays en
développement, la stabilité adéquate des patchs a température ambiante est essentielle pour éviter
la dégradation du produit avant son utilisation par le patient. C’est pourquoi on a aussi stocké nos
patchs & 26 °C [112].

Selon la figure 4.1, une augmentation de la température de stockage a causé une diminution de la
stabilité des phages, telle que le cas pour les patchs stockés a 26 °C ; ou aprés deux semaines de
stockage, une réduction de presque 1,25 logiodans le titre de phages a été obtenue. Cette réduction
continue a augmenter au cours du temps jusqu’a 1’obtention de presque 4 logio de réduction apres

18 mois de stockage.

Cette inactivation dans le titre des phages est de 4 logio plus que celle obtenue pour les patchs
stockés a 4 °C (0,13 logio) apres 18 mois. Cela peut étre di a la forte humidité relative (40 %) dans

les incubateurs et a la température d’incubation (26 °C).

L’humidité relative élevée (40 %) dans les incubateurs de 26 °C a provoqué probablement la
cristallisation de la matrice amorphe du sucrose, la formation des cristaux et par conséquent la
destruction des phages, malgré que les patchs ont été conditionnés sous vide et en utilisant des
poches résistantes a I’humidité [113]. Cela veut dire que le conditionnement des patchs dans ces
poches n’était pas suffisant pour protéger les phages contre ’humidité. Par conséquent, un contréle
de I’humidité relative (<20 %) devrait étre mis en place dans les incubateurs afin de la minimiser

en utilisant des systémes d’absorption de I’humidité.

D’autre part, le stockage a une température de 26 °C pendant 18 mois a provoqué une instabilité
thermique des phages, car ces derniers sont des structures protéiques, et une température élevee

provogue la dénaturation de leur manteau composé de protéines [113].

Tous ces facteurs ont causé I’inactivation des phages a divers degrés, car d’apres [40] les effets de
la formation de cristaux sur la viabilité des phages semblent étre spécifiques aux phages. Les
virions de phage plus gros sont plus susceptibles d’étre inactivés que les plus petits virions de phage
et méme pour la température, certains phages sont plus sensibles aux températures élevées que
d’autres [40].
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Ces résultats sont similaires a ceux obtenus par Gonzalez-Menendez et al. [114], ou le stockage de
phage philPLA-RODI lyophilisé dans 15 % de lait écrémé et dans 15 % de tréhalose pendant
6 mois a 26 °C a causé une réduction de 4 unités logarithmiques, tandis que le stockage pendant
12 mois a causé une inactivation complete des phages [114].

L’effet négatif de I’humidité et les températures élevées sur les phages étaient aussi bien clair dans
les résultats de la stabilité des patchs stockés a 37 °C. Une réduction de presque 2,5 logio a été
obtenue seulement aprés deux semaines de stockage, la réduction continue d’augmenter jusqu’a ce
que I’on dépasse la limite de détection (phages totalement inactivés). Ainsi que pour les résultats
de stockage des patchs a 55 °C (résultats non montrés), ou une inactivation compléte des phages a
été notée apres seulement deux semaines de stockage. Ces résultats ont été aussi obtenus par
Jonczyk-Matysiak et al. [113], ou le phage ZF-40 actif contre Pectobacterium carotovorum s’est
révélé sensible aux températures élevées et une réduction de 99.4 % a été obtenue suite a une
incubation a 57 °C pendant 5 minutes. L’inactivation est probablement due a 1’effet de
changements dans la conformation de la plaque basale, ou a la suite de I’effondrement de la téte du

phage d’apres les auteurs [113].

Bases sur ces résultats montreés par la figure 4.1, on a décidé de poursuivre le travail avec les deux
températures : 4 °C et 26 °C.

Certaines méthodes de stérilisation sont connues pour modifier les caractéristiques physico-
chimiques et mécaniques des polymeéres utilises comme des systéemes de délivrance des
médicaments, telles que la scission des chaines polymériques ou la diminution de la masse
moléculaire, qui vont provoquer par la suite un changement dans la cinétique de relargage des
molécules [96, 99].

Cependant, on estime que ces modifications n’ont pas été obtenues dans les patchs stérilisés par le
SC-COg, car aucune différence significative n’a été notée dans les profils de relargage des phages
libérés a partir des patchs stérilisés par rapport a ceux non stérilisés (figure 4.2.a). Les profils de
tous les échantillons montrent une libération rapide dans les deux premiéres heures, suivie par une

libération graduelle jusqu’a 24 h d’incubation in vitro.
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D’autre part, le titre des phages libérés a chaque instant a partir des patchs non stérilisés (CTRL)
était plus grand que celui des patchs stérilisés (vitesse de libération plus grande). De plus, le nombre
total des phages libérés aprés 24 h d’incubation était plus grand dans les patchs non stérilisés
(CTRL) que ceux stérilisés.

Cette réduction obtenue dans la vitesse de libération et le taux total des phages libérés dans les
échantillons stérilisés est due au fait que la charge initiale des patchs non stérilisés en phages actifs
était plus grande que celle des patchs stérilisés. Cela remonte a I’effet létal de la température élevée
et la dépressurisation durant le processus de stérilisation. Cependant, cette différence dans la vitesse
de relargage et le titre total des phages libéré entre les échantillons non stérilisés et stérilisés ainsi

que les échantillons stérilisés entre eux est non significative.

Apreés les bons résultats obtenus selon lesquels les patchs de PEAU non stockes représentent un
excellent systéeme de libération prolongee des phages, et que le SC-CO2 n’a pas affecté
significativement leur cinétique de relargage. C’est pour cette raison, on a voulu savoir si un
stockage a long terme a une température de 4 °C et 26 °C allait modifier la cinétique de relargage

des phages a partir des patchs stérilises et non sterilisés.

La comparaison des profils de libération des phages a partir des patchs stérilisés et non sterilisés
avant le stockage (figure 4.2.a) et aprés 18 mois de stockage a 4 °C (figure 4.2.b) ne montre aucune
différence significative dans la cinétique de relargage et le titre total des phages libérés. Cela n’était
pas le cas pour I’échantillon 90 min, ou on a obtenu une différence significative (*p<0.05)
probablement due a la diminution de la charge initiale des patchs en phages actifs a cause du

pressurisation et dépressurisation durant le processus de stérilisation.

Cependant, pour les patchs stockés a 26 °C, une réduction significative (*p<0.05) dans la cinétique
de relargage a été obtenue pour tous les échantillons stérilisés par rapport a ceux stérilisés mais non
stockés (figure 4.2.a) entre 1.5 et 4.05 logio/h. Cette réduction est due principalement a 1’effet
négatif de la température et I’humidité relative de stockage a 26 °C a long terme. En effet, cette
température a causé une instabilité thermique de la structure protéique des phages, tandis que la
forte humidité relative dans les incubateurs a provoqué la cristallisation de la matrice de sucrose et
la formation des aiguilles de cristaux qui ont causé la destruction des phages et la diminution de

leurs charges dans les patchs.
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Etonnamment, la différence de la cinétique de relargage était plus grande dans le cas des
échantillons non stérilisés (CTRL) ; ou une réduction de 5.74 logio/h a été obtenue. Ce résultat
inattendu confirme encore que la cause principale de cette réduction est bien I’effet létal de la
température et ’humidité relative de stockage a long terme et non pas la pressurisation et la

dépressurisation durant le processus de la stérilisation.

D’autre part, les échantillons stérilisés et stockés a 26 °C ont montré une réduction entre 0.68 et
2.28 unités logarithmiques dans le titre total des phages libérés aprés 1 semaine d’incubation par
rapport a ceux stérilisés et non stockés (la figure 4.2.a). Cependant, pour les échantillons non
stérilisés (CTRL) une réduction inattendue de ’ordre de 4 unités logarithmiques a été observée.
Cette réduction significative dans le titre total des phages libérés a partir des patchs stérilisés et non
stérilisés, n’était pas causé par I’inactivation des phages par le SC-CO., mais plutot par leur
inactivation suite a la destruction de la structure protéique des phages a cause de la cristallisation

de la matrice de sucrose.

Ces résultats montrent que le PEAU est un polymere tres prometteur en tant que systéme de
délivrance des phages qui assure une libération controlée avec une cinétique de 1’ordre zéro. De
plus, la stérilisation au SC-CO2 n’altére pas cette cinétique ni a court ni a long terme si les patchs
sont stockés a 4 °C. Ceci est avantageux pour notre projet, car une libération prolongée des phages
est souhaitable afin de garder la dose de phages nécessaire pour avoir 1’effet antibactérien désiré.
Cependant, une libération des phages in vivo est recommandée dans ce cas, afin de voir ’effet du

milieu morphologique (pH, présence des protéines ...etc.) sur la libération des phages.

L’étude de la stabilité des patchs stérilisés et stockés a 4 °C pendant 18 mois (figure 4.3.a) montre
qu’a chaque point de stabilité, aucune différence significative n’a été observée entre les
échantillons 30, 60, 90 et 120 min. Cependant & la 72°™ semaine, une différence significative a été

observée entre les échantillons CTRL et les échantillons 90 min (*p<0.05).

Cette différence significative est due principalement a I’utilisation des triplicatas indépendants en
plus des triplicatas dépendants des échantillons pris du patch principal. En effet, I’augmentation de
nombre d’échantillons pris du patch principal nous a permis d’évaluer le titre phagique dans
plusieurs zones de ce dernier, ce qui a permis de surmonter le probleme de la non-homogénéité du

patch principal et d’obtenir des résultats plus exacts. Contrairement aux points de stabilités
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précédents (avant la 72°™ semaine), ol seulement des triplicatas dépendants ont été pris de méme

échantillon.

De plus, & la 72°™, toutes les bactéries cibles utilisées étaient des bactéries pathogénes (SaX,
PSA159 et KP27), qui ont donné un titre élevé par rapport a celles non pathogénes (d’aprés des
résultats précédents obtenus et non montrés ici), ¢’est pourquoi une réaugmentation dans le titre

phagique des échantillons CTRL, 30 et 60 min a éte notee.

D’autre part, les fluctuations résultantes avant la 72°™ sont dues principalement aux changements
de bactéries, ou durant cette période de stabilité (entre le temps O et 48 semaines), certaines
bactéries pathogenes ont été remplacées par d’autres non pathogénes et vice versa. De plus les
erreurs dans le matériel de laboratoire, les erreurs de titrage et la non-homogénéité de patch ont

aussi causé ces fluctuations.

Pour clarification, la non-homogénéité du patch principal est principalement liée au temps court
d’homogénéisation de la formulation PEAU-phages (20 secondes), afin d’éviter I’évaporation
rapide de Dichlorométhane qui entraine 1’augmentation de la viscosité de la formulation et aussi

pour éviter la destruction de la structure protéique des phages.

Néanmoins, si on compare le titre total des phages au temps O et apres 72 semaines de stockage
(résultats plus exacts et fiables), on ne remarque aucune réduction significative dans le titre des
phages de tous les échantillons et surtout 1’échantillon 30 min qui a montré une excellente stabilité
par rapport a I’échantillon CTRL (2.50e*® PFU/mg vs 7.74e*® PFU/mg). Cela nous confirme que
le SC-CO; n’affecte pas la stabilité des patchs chargés en phages méme apres 18 mois de stockage

a 4 °C. Ce résultat est trés acceptable de point de vue dosage des formulations a base des phages.

La stabilité des patchs stérilisés et stockés a 26 °C (figure 4.3.b) montre une réduction graduelle
dans le titre des phages avec ’augmentation de temps de stockage. De plus la difference dans le
titre des phages des échantillons stérilisés a chaque instant de stabilité est non significative, ce qui

montre que la durée de stérilisation au SC-CO2 n’a pas un effet significatif sur le titre des phages.

La figure 4.3.b montre la présence de quelques fluctuations dans le titre phagique de chaque
échantillon au cours du temps. Ces derniéres sont dues principalement a la non-homogénéité des

patchs et aux changements des bactéries hétes. Cependant, si on compare le titre des phages dans
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les échantillons (30, 60, 90 et 120 min) au temps O et aprés 72 semaines de stockage, on constate
une réduction dans le titre des phages entre 1.50 et 2.19 unités logarithmiques avec une stabilité
maximale pour les échantillons 60 et 90 min, tandis que I’échantillon CTRL présente une réduction
de 4,16 unités logarithmiques, ce qui confirme encore que les principales causes de 1’inactivation

des phages étaient la forte humidité (40 %) et la température (26 °C) et non pas le SC-CO..

Basés sur ces résultats, nous concluons que la stabilité des patchs chargés en phages a long terme
dépend de la température et 1’humidité relative de stockage, et non pas du SC-CO,. Une
optimisation des conditions de stockage des patchs stérilisés pour limiter la cristallisation du
sucrose et éviter la dégradation des phages pourra étre la meilleure solution pour augmenter la
stabilité des patchs a 26 °C. De plus, le choix de cryoprotecteur semble étre aussi important ; car
des cryprotecteurs avec des temperatures de transition vitreuse (Ty) faibles ou moyennes, en
présence d’une humidité relative élevée et méme a des températures inférieures a leurs Ty, seront
facilement cristallisables et causeront par la suite la destruction des phages surtout ceux avec de
grands virions. Donc, 1'utilisation d’un autre cryoprotecteur tel que le tréhalose qui a une Tq élevée

(115 °C) est préférable afin de prévenir ’inactivation des phages.

Le test de stérilité, montre que 2/3 des échantillons non stérilises (contréle) ont été non contaminés,
ce qui montre que le procéde de fabrication des patchs a été effectué dans des conditions bien
stériles. En plus I’effet bactéricide de solvant organique le dichlorométhane a aidé a éliminer la

contamination présente dans les patchs.

La contamination observée dans le 1/3 des échantillons stockés a 26 °C : (30 min (3) et 60 min (2))
dans le milieu TSB est probablement due a une manipulation non stérile lors de la réalisation du
test de stérilité, ou a cause d’un matériel utilisé non stérile (tubes non stériles, pince non stérile,

gant non stérile).

La manipulation stérile lors de fabrication des patchs, en plus de la forme lyophilisée des phages
dans des patchs solides, ont joué un grand rdle dans le maintien de la stérilité des patchs. Cependant,
pour une application médicale, un niveau de sterilité élevé est exigé, d’ou la nécessité d’effectuer
un test de stérilité sur le produit final « post sterilization » afin d’assurer la stérilité et I’innocuité

du produit dans ce son conditionnement final.
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Néanmoins, ces résultats montrent que les patchs restent stériles méme apres une longue période
de stockage (18 mois) et ne présentent aucune contamination aérobie ou anaérobie qui peut
provoquer des effets négatifs aprés une utilisation clinique.

La stérilisation des formulations des phages par des méthodes de radiations telles que les rayons
gamma a montré des résultats différents par rapport a ceux de SC-CO.. Les résultats du tableau 4.2
montrent que comme prévu, les phages non encapsulés (formulation liquide) ont été completement
inactivés aprés une irradiation de 5 kGy, tandis que les phages encapsulés ont perdu 3,9 unités
logarithmiques a la méme dose, et ils ont été complétement inactivés & une dose de 15 kGy. D’autre
part, les phages lyophilisés et piégés dans le PEAU (patchs) ont perdu 2.9 et 3.9 unités
logarithmiques suite a une irradiation de 5 et 10 kGy respectivement, et ils ont été complétement
inactivés apres une irradiation de 15 kGy.

Ces résultats montrent que la cinétique d’inactivation des phages était plus petite dans le cas des
phages encapsulés dans du PVA ou piégés dans des patchs de PEAU par rapport aux phages dans
des formulations liquides. Ceci est justifié par ’effet protecteur de la matrice de polymeére sur la

viabilité des phages.

Les polymeéres utilisés pour I’encapsulation des phages ou leur piégeage dans des patchs, ont
protegé les phages contre le mécanisme direct des rayons gamma et le mécanisme indirect qui peut
avoir lieu suite a ’hydrolyse de la molécules d’cau et la formation de radicaux libres tels que I’OH,
les atomes H* et les électrons solvatés eaqu. Ces deux mécanismes directs et indirects des rayons
gamma peuvent endommager le matériel génétique ou la structure protéique et par la suite inactiver

les phages.

De plus, il a été démontré que la diffusion de ces radicaux libres diminue en présence d’une matiére
organique, et dans certains cas cette matiere organique peut absorber les rayons gamma. Cela était
le cas pour les microcapsules de PVA qui ont absorbé certains rayons gamma et par la suite ils ont
minimisé I’inactivation des phages. D’autre part, les phages sont plus résistants aux rayons gamma
lorsqu’ils sont irradiés dans des conditions seches comme les patchs qui sont des formulations
seches et qui contiennent de plus des phages lyophilisés. Par contre, la sensibilité des phages dans
les formulations liquides était plus grande, car leur matrice n’était pas dense et la diffusion des

radicaux libres était facile, cela justifie la grande vitesse d’inactivation des phages [78, 115].
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En revanche, la famille et la morphologie des phages ont aussi un effet sur la sensibilité des phages
aux rayons gamma [78]. Dans notre étude, on a utilisé un cocktail des phages avec différentes
familles et morphologies, qui ont une sensibilité différente aux rayons gamma (les phages
Klebsiella sont plus résistants que les phages Pseudomonas qui sont plus résistants que les phages
Staphylococcus). Les phages les plus sensibles aux radiations causent une grande réduction dans

le titre total du cocktail de phages.

Les doses établies pour la stérilisation de nos formulations (<25 KGy) selon les exigences de
I’ISO 11137 : stérilisation des produits de santé afin d’obtenir un SAL de 10°, ont bien stérilisé ces
formulations. Par contre, elles ont causé des réductions significatives dans le titre des phages,
méme la plus faible dose (5KGy), qui a induit une réduction de 2.9 logio dans le titre des phages
piégés dans des patchs. Cependant, cette dose (5KGy) a assuré la stérilité des patchs d’apres les
résultats de test de stérilité. Malgré que I’exposition d’indicateur biologique B. Pumilus a montré
une présence de contamination aprés une irradiation de 5 kGy, ce qui montre que probablement les

patchs étaient deéja stériles a cause de I’effet bactéricide de Dichlorométhane.

Les résultats de la stérilisation des formulations des phages liquides et piégés dans des patchs par
les rayons UV ont montré que contrairement aux rayons gamma, la matrice n’a pas une grande
influence sur la viabilité des phages a moins a des courtes durées de stérilisation. Le taux de
réduction logarithmique dans le titre des phages liquides et piégés dans des polymeres est presque
similaire (pas de différence significative entre eux) apres 15 et 30 min de stérilisation, avec une
réduction de ~ 2 Logio. Cependant cette réduction augmente aprés 60 et 90 min d’exposition aux
UV pour les formulations des phages liquides, mais pour les phages intégrés dans des patchs on

n’a pas noté une différence significative dans le titre aprés 60 et 90 min de stérilisation.

Si on compare ces résultats avec ceux de rayons gamma, on observe qu’a de courtes durées
d’exposition aux UV, la matrice n’a pas un effet significatif sur la viabilité des phages.
Cependant, une différence significative dans la sensibilité des phages liquides et piégés dans des
patchs a été notée apres une durée de stérilisation de 90 min, ou on a obtenu 3,28 et 1,99 logio de
réduction dans le titre des phages liquides et piégés dans des patchs respectivement. Cela est
probablement dii a I’absorption élevée des rayons UV par les formulations liquides que les
formulations solides. D’autre part, le logio de réduction obtenu par les UV aprés de longues durées

d’exposition (90 min) est plus petit que celui des rayons gamma a des doses élevées (15 et 25 kGy).


https://www.google.ca/search?sxsrf=ACYBGNQTfcLP-bK5Ld6GuWLxudvl6398yA:1569597291178&q=indicateur+biologique+bacillus+pumilus&spell=1&sa=X&ved=0ahUKEwiUn-zHpfHkAhUDTt8KHR2UBcsQkeECCC8oAA
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Ceci peut étre justifié par le fait que I’ultraviolet est moins ionisant que les rayons gamma et dans
notre projet on a utilisé une lampe UV germicide a faible intensité (2*15 watts), qui a causé des

effets moins létaux sur les phages que les rayons gamma.

Le test de stérilité montre que les formulations de phages liquides et piégés dans des patchs de
PEAU étaient bien stériles apres des durées de stérilisation de 15, 30, 60 et 90 min, mais le taux de
réduction causé dans le titre des phages (~2 logio) est inacceptable de point de vue dosage des

formulations des phages.
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CHAPITRE6 CONCLUSION ET RECOMMANDATIONS

Dans ce projet, on a présenté pour la premiere fois 1’effet de la stérilisation au dioxyde de carbone
supercritique, aux rayons gamma et a Iultraviolet sur I’activité, la stabilité et la stérilité des patchs

de PEAU chargés en phages.

Notre systeme de délivrance des phages a base de polymére PEAU a montré un profil de libération
contrdlée pendant une semaine, idéal pour la délivrance et le maintien de ’activité des phages dans
les sites des infections bactériennes. La stérilisation de ce systéme de libération des phages par le
SC-CO2 a montré que ce dernier n’a aucun effet significatif sur la cinétique de relargage des phages
a court et a long terme de stockage. Une température de stockage de 4 °C était optimale pour
conserver la cinétique de relargage des phages a partir des patchs. Cependant, le stockage a une
température de 26 °C a montré des changements significatifs dans la cinétique de relargage dus a
la diminution de la charge initiale des phages actifs et non pas a I’effet de SC-CO,. Néanmoins,
afin de confirmer I’exactitude de cette hypothése, une caractérisation physico-chimique des patchs
de PEAU est nécessaire afin de mesurer sa masse molaire et son taux de réticulation apres une

exposition au SC-COz.

Les patchs stérilisés au SC-CO, ont montré une excellente stabilité pendant 18 mois de stockage.
Cette stabilité était meilleure dans le cas d’un stockage a 4 °C, tandis que le stockage a 26 °C a
induit une réduction dans le titre des phages a cause de I’effet Iétal de la température et la forte

humidité a long terme, d’ou la nécessité de 1’optimisation des conditions de stockage.

De plus, la durée de stérilisation n’a pas montré une corrélation significative avec la stabilité et la
stérilité des phages, ce qui ne nous permettra pas de choisir la durée de stérilisation optimale pour
stériliser les patchs. L’absence de cette corrélation remonte probablement a la non-homogénéité
des patchs ; les phages n’étaient pas bien repartis sur la surface des patchs, d’ou la nécessité

d’optimiser la répartition des phages dans les patchs.

Contrairement au SC-COg, la stérilisation par les rayons gamma a montré une corrélation entre la
dose et le taux d’inactivation des phages. De plus, on a confirmé notre hypothése sur 1’effet
protecteur des polymeres sur les phages, car la cinétique d’inactivation était plus rapide dans le cas

des formulations solides (patchs) que liquides. Cependant, la stérilisation aux UV n’a pas montré
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de corrélation entre la durée de stérilisation et le taux d’inactivation des phages en raison de la

faible puissance de la lampe UV.

Les réductions logarithmiques obtenues apres la stérilisation gamma et UV sont inacceptables de
point de vue dosage des phages ; car une réduction de titre des phages supérieure a 1 logio est
considérée comme significative et on risque de ne pas avoir une dose thérapeutique efficace pour
éradiquer les bactéries infectantes. Donc ces méthodes de stérilisations ne sont pas recommandées

pour stériliser les formulations a base des phages.

A la fin de ce projet, on a pu développer une méthode de stérilisation par le SC-CO> trés
prometteuse et efficace pour la stérilisation finale des formulations a bases des phages sans altérer
’activité des phages méme a long terme. Cependant, pour assurer la stabilité des phages a 26 °C,
un contréle de I’humidité relative (HR<20 %) semble étre nécessaire afin de prévenir la
cristallisation de cryoprotécteur, et/ou le choix d’un cryoprotécteur avec une temperature de

transition vitreuse élevée (Tg) tel que le trehalose.

La stérilisation au SC-CO> est fortement recommandée pour les biomatériaux sensibles aux
méthodes de stérilisation conventionnelles tels que les valves cardiaques et les tissus biologiques,
ou les formulations biologiques a base des protéines ou celles qui contiennent des matériels
génétiques. De plus, cette méthode semble étre efficace pour la stérilisation des systémes
polymériques de délivrance des principes actifs biologiques sans altérer la performance des

polymeres.

Cependant, pour la stérilisation des biomatériaux a base d’acide nucléique, le choix des méthodes
de stérilisation qui ont un mécanisme d’action similaire a celui de SC-CO; est recommandeé. Tel
que le cas pour le Protoxyde d'azote (N2O), qui a des caractéristiques similaires au SC-CO> et
comme mode d’action la perturbation des membranes phospholipidiques des bactéries et par la

suite son effet sur les phages sera moins létal [82].

Néanmoins, pour ce type des biomatériaux sensibles aux méthodes de stérilisation
conventionnelles, leurs procédés de préparation doivent étre effectués dans des conditions
hautement stériles (salles blanches, air stérile, matériels et produits stériles), afin d’assurer un

niveau de stérilité élevé.
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