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Abrégé : L'invention présente une formulation pharmaceutique de type gel, a usage cutané,
pour le traitement des infections cutanées causées par les mycobactéries. Ce gel utilise
les bactériocines comme un principe actif de base pour le traitement des formes cutanées
de Mycobacterium.
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Titre : Gel a base de bactériocine pour le traitement des infections de la peau et des muqueuses

causées par les mycobactéries
Abrégé

L’invention présente une formulation pharmaceutique de type gel, a usage cutané, pour le
traitement des infections cutanées causées par les mycobactéries. Ce gel utilise les bactériocines

comme un principe actif de base pour le traitement des formes cutanées de Mycobacterium.
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Titre : Gel a base de bactériocine pour le traitement des infections de la peau et des muqueuses

causées par les mycobactéries

Description
* Domaine technique

La présente invention touche le domaine médical et pharmaceutique. Plus particulierement, le

traitement des formes cutanées causées par des mycobactéries.
" Description de I’état de la technique

Les documents (Carroll et al., 2010 ; Vidhyasagar et Jeevaratnam, 2013 ; Aguilar-Pérez et al.,
2018 ; Santhi Sudha et Aranganathan, 2021 ; Martin et al., 2022 ; Mehta et al., 2022) divulguent
des bactériocines actives, seules ou en combinaison avec d’autres antimicrobiens (sans

formulations), sur les mycobactéries.

L'invention (W02023041435-A1, 2023) concerne une composition contre les mycobactéries
comprenant un peptide de bactériocine, ou un peptidomimétique, et/ou des antibiotiques choisis
parmi les polykétides, les fluroquinolones, les macrolides, les tétracyclines, les glycylcyclines,
les lactames, les carbapénémes, et les aminoglycosides, ou une combinaison de ceux-ci, pour
une utilisation dans laquelle l'administration de ladite composition est choisie parmi
I’administration intra-pulmonaire, orale ou parentérale. Egalement, elle concerne une
composition, formée d’un ou plusieurs composé€s antimicrobiens et/ou un solvant, pour

désinfecter une surface contaminée par Mycobacterium.

L’invention (MX-2014001998-A, 2015) concerne I’ utilisation d’un peptide synthétique comme

un antibiotique contre Mycobacterium tuberculosis.

L’invention (CN108341869-A / WOQ02018121499-A1, 2018) propose un polypeptide

recombinant a base de colicines pour prévenir l'infection par Mycobacterium tuberculosis.

L’invention (EP-3129004-A1, 2017) concerne des formulations a base d’antibiotique

ciprofloxacine liposomale ayant une activité contre les mycobactéries non tuberculeuses.

L’invention (EP-3086805-B1, 2018) concerne 1’utilisation des endopeptidases pour le

traitement d'infections a mycobacteria.

L’invention (WO-2020051151-A1, 2020) concerne des procédés de traitement des infections

mycobacteriennes a base des composés de tétracycline.
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L’invention (WO-2018186998-A1, 2018) concerne des formulations liposomales anti-
infectieuses pour inhiber la formation de micro-agrégats de mycobactéries non tuberculeuses

(MNT) et 1'établissement d'un biofilm de MNT.

L’invention (CN-109757481-A, 2019) concerne la préparation d’un désinfectant, a base de
I’acide 1évulinique et le dodécylbenzeénesulfonate de sodium, active contre Mycobacterium

tuberculosis.

Le document (Thapa et al., 2021) divulgue des préparations d’hydrogels hybrides a base de la
bactériocine Garvicine KS pour le traitement de Staphylococcus aureus SARM des plaies
infectées. Egalement, le document (Reczyfiska-Kolman et al., 2021) divulgue une préparation
gélifiée a base de la nisine pour le traitement de Streptococcus pyogenes au niveau des plaies

infectées.

Le document (Sundara Rajan et al., 2014) divulgue un hydrogel a base de la subtilosine pour le

traitement des infections vaginales causées par Gardnerella vaginalis.

L’invention (WO-2014006253-A1, 2014) concerne divers préparations pharmaceutiques
(incluant un gel) a base de la bactériocine AS-48 et du lysozyme pour le traitement des

infections cutanées causées par Staphylococcus aureus et Propionibacterium acnes.

L’invention (US-9248159-B2, 2016) concerne un gel d’utilisation topique actif vis-a-vis de
Staphylococcus aureus (MRSA).

L’invention (CN-103356692-A, 2013) concerne une préparation d’un gel (a base de la gélatine,
du chitosane, un acide aminé et du chlorure de diméthyloctadécyl[3-(triméthoxysilyl)propyl]

ammonium) pour le traitement de la vaginite et d'autres maladies gynécologiques.

L’invention (CN104531572-B, 2017) concerne un traitement a base d’injection sous-cutanée
d’une bactériocine produite par Pantoea active vis-a-vis de Mycobacterium tuberculosis et

Mycobacterium bovis.

L'invention (AU2021334377-A1 / W02022047292-A1, 2023) concerne une composition
pharmaceutique aérosolisée a base d'amikacine administrée via nébuliseur pour le traitement

d'une infection pulmonaire a Mycobacterium avium complex.

L’invention (SE-1650188-A1, 2017) concerne I’utilisation des bactériocines pour le traitement

de la parodontite buccale.
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L’invention (KR-20100059668-A, 2010) concerne une préparation pharmaceutique a base de

bactériocine pour le traitement de la mammite bovine causée par les staphylocoques.

L’invention (EP-0424484-B1, 1994) concerne des compositions pharmaceutiques (composées
de la lysostaphine, une bactériocine, un agent de chélation, et un tensio-actif) pour le traitement

des staphylocoques.

Les inventions (US-5304540-A, 1994) et (EP-0623024-A1, 1994) concernent une composition,
a base de bactériocine et d’agents de chélation, pour le traitement des bactéries responsables de
troubles du tractus gastro-intestinal (les bactéries a gram négatif, Escherichia coli, Helicobacter

pylori, Salmonella, Campylobacter jejuni, Clostridia, Bacillus, Bacteroides, et Yersinia).

* Exposé de I’invention

Le genre Mycobacterium appartient a l'ordre des Corynebacteriales et constitue le seul genre
de la famille des Mycobacteriaceae qui regroupe plus de 200 especes nommeées (Daffé et
Marrakchi, 2019; Gupta, 2022). Les mycobactéries sont des batonnets a gram-positifs, acido-
alcoolo-résistants, aérobies, non sporulés, non mobiles, légérement incurvés ou droits, dont la
taille des cellules varie de 0,2 a 0,6 um de largeur et de 1 a 10 um de longueur, avec un
pourcentage €levé en G+C génomique (61-71 % molaire) (Natarajan et al., 2020). Elles
occupent plusieurs niches écologiques, la plupart sont des saprophytes inoffensifs retrouvées
généralement dans le sol et I’eau, mais certaines sont pathogenes pour I’Homme, notamment
Mycobacterium leprae, Mycobacterium lepromatosis, et Mycobacterium tuberculosis (I'agent

causal de la tuberculose) (Bachmann ef al., 2020; Franco-paredes ef al., 2021).

La tuberculose est une infection chronique et progressive, qui affecte le plus souvent les
poumons, mais qui peut aussi avoir des manifestations extra pulmonaires, y compris des formes
cutanées, avec une phase latente (asymptomatique) et une phase active. Selon I'Organisation
mondiale de la santé¢ (OMS), on estime que 10,6 millions de personnes ont contracté la maladie
en 2021, soit une recrudescence de 4,5 % par rapport a 2020, et que 1,6 million de personnes
sont décédées de la tuberculose. En cas de tuberculose, un traitement standard de six mois,
composé de quatre médicaments antituberculeux (isoniazide, rifamycine, pyrazinamide et
¢thambutol) est prescrit. Toutefois, le taux de tuberculose pharmacorésistante a augmenté de 3
% entre 2020 et 2021. La tuberculose multirésistante (TB-MR) peut étre traitée et guérie a son

tour par des médicaments de deuxiéme intention, qui sont toutefois plus limités et nécessitent
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I'administration a long terme (jusqu'a deux ans de traitement) de médicaments a la fois coliteux

et toxiques (WHO, 2022).

Par conséquent, le criblage de nouveaux agents anti-mycobactériens ayant des mécanismes

d'action différents est indispensable pour la lutte contre la maladie.

Une option intéressante consiste a utiliser les bactériocines naturellement produites par les
bactéries, particulierement les bactériocines issues des bactéries lactiques. En effet, les
bactériocines sont des peptides antimicrobiens, synthétisés par des bactéries par voie
ribosomique et secrétés dans le milieu extracellulaire. Elles sont des métabolites primaires ayant

une activité prometteuse contre les germes pathogenes (Ananou et al., 2007 ; Ananou, 2016).

Dans ce sens, plusieurs bactériocines ont été décrites actives vis-a-vis des mycobactéries
(Carroll et al., 2010 ; Vidhyasagar et Jeevaratnam, 2013 ; Aguilar-Pérez et al., 2018 ; Santhi
Sudha et Aranganathan, 2021 ; Martin et al., 2022 ; Mehta et al., 2022).

Toutefois, aucune formulation pharmaceutique a base de bactériocines, de type gel, n’a été
décrite pour le traitement des mycobactéries. Particuliérement, pour le traitement des formes
cutanées des mycobactéries (qui peut inclure les infections causées par les formes cutanées de

Mycobacterium responsables de la tuberculose humaine).

C’est dans ce contexte que s’inscrit ce brevet d’invention, dont 1’objectif est la description d’une
préparation pharmaceutique de type hydrogel, a usage topique/cutané, active contre les
mycobactéries (Mycobacterium smegmatis et M. aurum), comportant une solution de

bactériocines.
" Bréve description des figures

La figure 1 présente 1’activité antimicrobienne des gels formulés a base des bactériocines, A)
Gel L3 ; B) Gel OF71 ; C) Gel Témoin, détectée par la méthode de diffusion en gélose vis-a-

vis de Mycobacterium.

= Description détaillée de I’invention
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La présente invention concerne une préparation pharmaceutique de type gel a base de
bactériocine, pour le traitement des infections de la peau et des muqueuses causées par les

mycobactéries, composée du suivant :

a. Une solution de bactériocine ; et

b. Un agent gélifiant approprié.
Selon I’invention, le gélifiant peut étre du Carboxymethylcellulose.

Le rapport carboxymethylcellulose / bactériocines dans ladite préparation pharmaceutique, est

d’une proportion comprise entre 1 et 5%, m/v, idéalement d’environ 2%, m/v.

A température ambiante, le carboxymethylcellulose est ajouté (a une proportion de 2%, m/v) a
la solution liquide de bactériocine. Puis, le mélange est homogénéisé jusqu’a 1’obtention d’un

gel uniforme.

La méthode de diffusion en gélose est utilisée pour détecter et évaluer I’ activité antimicrobienne
ainsi que la stabilité du gel préparé vis-a-vis des souches indicatrices des mycobactéries

(Mycobacterium smegmatis et Mycobacterium aurum).

D’aprés I’invention, le gel obtenu est de type hydrogel. Selon un mode de réalisation
préférentiel le carboxymethylcellulose est ajouté a une proportion de 2% (m/v), et la solution

de bactériocine utilisée est purifiée et dépourvue de cellules productrices.

Selon un mode de réalisation préférentiel de cette invention, les souches productrices de
bactériocines peuvent étre des Dbactéries lactiques ainsi que d’autres bactéries

bactériocinogéniques.

Selon un mode de réalisation préférentiel de cette invention, le gel obtenu dudit bactériocine

est préférentiellement conservé sous réfrigération.

Le gel de bactériocine ainsi produit pourra étre utilis€ comme un traitement topique des

infections de la peau et des muqueuses causées par les mycobactéries.

Exemple : Gels a base des bactériocines L.3 et OF71

Tout d’abord, nous avons produit les bactériocines -selon la méthode décrite par (Ananou et
al., 2020)- en utilisant les souches Enterococcus faecalis 1.3 et Lactococcus lactis OF71

(produisant respectivement 1’entérocine L3 et la bactériocine OF71). La production des
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bactériocines est réalisée a I’aide d’un bioréacteur de paillasse (capacité 1L) sous une

température d’incubation de 30°C durant 24h.

Par la suite, la récupération et la purification des bactériocines (soit I’entérocine L3 ou bien la
bactériocine OF71) est réalisée en utilisant une chromatographie d’échange de cation sur
Carboxymethyl Sephadex CM-25 (Sigma-Aldrich, Germany). Postérieurement, la faction de
bactériocine semi-purifiée est soumise a une purification par une chromatographie d’exclusion
par filtration sur gel de Sephadex G-25 (Sigma-Aldrich), suivi d’une élimination des cellules

microbiennes par filtration sur filtre de 0,22 um (Millipore).

Finalement, a température ambiante, le carboxymethylcellulose (Campo Bética) est ajouté (a
une proportion de 2%, m/v) a la solution liquide de bactériocine (ayant une activité de 200

UA/mL). Le mélange est homogénéisé jusqu’a I’obtention d’un gel uniforme.

Le gel ainsi obtenu est soumis a une évaluation de sa stabilité (sous réfrigération et a
température ambiante) et de son activité antimicrobienne vis-a-vis des souches indicatrices des
mycobactéries (Mycobacterium smegmatis MC2-155 et Mycobacterium aurum A™") en utilisant

la méthode de diffusion en gélose.

D’aprées I'invention, le gel obtenu est de type hydrogel a base d’un principe actif de type
bactériocine. Selon un mode de réalisation préférentiel, le carboxymethylcellulose est ajouté a
une proportion de 2% (m/v), et la solution de bactériocine utilisée est purifiée et dépourvue de

cellules productrices.

Selon un mode de réalisation préférentiel de cette invention, les souches productrices de
bactériocines peuvent étre des Dbactéries lactiques ainsi que d’autres bactéries

bactériocinogéniques.

Selon un mode d’application préférentiel de cette invention, le gel obtenu dudit bactériocine est
préférentiellement appliqué pour le traitement des infections de la peau et des muqueuses

causées par les mycobactéries (le genre Mycobacterium).

Selon un mode de réalisation préférentiel de cette invention, le gel obtenu dudit bactériocine

est préférentiellement conservé sous réfrigération ou a température ambiante.

= Application industrielle
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Selon I’invention, cette préparation pharmaceutique peut étre produite a €chelle industrielle
pour le traitement des formes cutanées des mycobactéries, particuliérement, les formes cutanées
de Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium bovis, et Mycobacterium africanum

responsables de la tuberculose humaine.
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Revendications

Préparation pharmaceutique a usage topique pour le traitement des infections
causées par les mycobactéries, caractérisée en ce qu’elle est de type hydrogel et
comporte :

a. Une solution de bactériocine; et

b. Un agent gélifiant approprié.
Préparation pharmaceutique, caractérisée en ce que le gélifiant est du
carboxymethylcellulose.
Préparation pharmaceutique, selon les revendications 1 et 2, caractérisée en ce que
le rapport carboxymethylcellulose / bactériocines est d’une proportion comprise
entre 1 et 5%, m/v.
Préparation pharmaceutique, selon les revendications 1 et 2, caractérisée en ce que
le rapport carboxymethylcellulose / bactériocines est idéalement d’une proportion
d’environ 2%, m/v.
Préparation pharmaceutique, selon les revendications 1, 2 et 3, caractérisée en ce
que la bactériocine utilisée peut étre issue d’une bactérie lactique ainsi que d’autres
bactéries bactériocinogéniques.
Préparation pharmaceutique, selon les revendications 1, 2, 3 et 4, caractérisée en
ce que la solution de bactériocine utilisée est purifiée et dépourvue de cellules
productrices.
Préparation pharmaceutique, selon ['une des revendications précédentes,
caractérisée en ce qu’elle est active et stable pour le traitement des infections de la
peau et des muqueuses.
Préparation pharmaceutique, selon 1'une des revendications précédentes,
caractérisée en ce qu’elle présente une activité contre les infections cutanées
causées par les mycobactéries.
Préparation pharmaceutique, selon ['une des revendications précédentes,
caractérisée en ce qu’elle peut étre utilisé pour le traitement topique des formes
cutanées des infections de la peau et des muqueuses causées par les mycobactéries,
incluant les formes cutanées de Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium

bovis, et Mycobacterium africanum responsables de la tuberculose humaine.
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Dessins

Figure 1. Activité antimicrobienne des gels a base des bactériocines L3 et OF71 détectée par la
méthode de diffusion en gélose vis-a-vis de Mycobacterium. A) Gel L3 ; B) Gel OF71 ; C) Gel

Témoin.
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Partie 1 : Considérations générales
X Cadre 1 : Base du présent rapport
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[] Cadre 3 : Titre et/ou Abrégé tel qu’ils sont définitivement arrétés

Partie 2 : Rapport de recherche
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[] cadre 4 : Remarques de forme et de clarté
[] cadre 5 : Défaut d’unité d’invention
[] cadre 6 : Observations a propos de certaines revendications exclues de la brevetabilité
X Cadre 7 : Déclaration motivée quant & la Nouveauté, I'Activité Inventive et I'’Application Industrielle

Examinateur : LAHCHIMI Fatima Zahra
Date d’établissement du rapport : 22/08/2023
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Partie 1 : Considérations générales

Cadre 1 : base du présent rapport

Les piéces suivantes de la demande servent de base a I'établissement du présent rapport :
- Description

12 Pages

+ Revendications
9

* Planches de dessin
1 Pages

Partie 2 : Rapport de recherche

Classement de I'objet de la demande :

CIB : AG1K 38/16
CPC : AB1K 38/16

Plateformes et bases de données électroniques de recherche :
EPOQUENET, WPI, ScienceDirect, ORBIT

Documents cités avec, le cas échéant, I'indication des N° des
Catégorie* passages pertinents revendications
visées
Y W02023041435A1; SYNGULON S A [BE]; 23/03/2023 1-9
Y W02022195112A1 ; SORTIE BIOSCIENCE [FR] ; 22/09/2022 1-9

*Catégories spéciales de documents cités :

-« X » document particulierement pertinent ; I'invention revendiquée ne peut étre considérée comme nouvelle ou comme impliquant une activité
inventive par rapport au document considéré isolément

-« Y » document particuliérement pertinent ; l'invention revendiquée ne peut étre considérée comme impliquant une activité inventive lorsque le
document est associé a un ou plusieurs autres documents de méme nature, cette combinaison étant évidente pour une personne du métier

-« A » document définissant I'état général de la technique, non considéré comme particulierement pertinent

-« P » documents intercalaires ; Les documents dont la date de publication est située entre la date de dép6t de la demande examinée et la date
de priorité revendiquée ou la priorité la plus ancienne sl y en a plusieurs

-« E » Eventuelles demandes de brevet interférentes. Tout document de brevet ayant une date de dépét ou de priorité antérieure a la date de
dépét de la demande faisant l'objet de la recherche (et non a la date de priorité), mais publié postérieurement a cette date et dont le contenu
constituerait un état de la technique pertinent pour la nouveauté

Partie 3 : Opinion sur la brevetabilité

Cadre 7 : Déclaration motivée quant a la Nouveauté, I’Activité Inventive et PApplication Industrielle
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Nouveauté Revend!cat!ons 1-9 Oui
Revendications aucune Non
Activité inventive Revendications aucune Oui
Revendications 1-9 Non
Application Industrielle Revendications 1-9 Oui
Revendications aucune Non

Il est fait référence aux documents suivants. Les numéros d'ordre qui leur sont attribués ci-aprés seront
utilisés dans toute la suite de la procédure

D1: WO2023041435A1
D2: WO02022195112A1

1. Nouveauté

Aucun des documents de I'art antérieur ne divulgue 'ensembles des caractéristiques techniques
des revendications 1-9. Par conséquent, I'objet desdites revendications est nouveau au sens de
I'article 26 de la loi 17-97 telle que modifiée et complétée par la loi 23-13.

2. Activité inventive

Le document D1 est considéré comme l'art antérieur le plus proche de I'objet de le revendication
1, il divulgue une composition comprenant un peptide de bactériocine pour une utilisation dans
le traitement, la prévention et/ou le retardement d'une infection et/ou d'une maladie chez un
sujet, ladite infection et/ou maladie étant provoquée par une bactérie du genre Mycobacterium.

L’objet de revendication 1 differe du document D1 en ce que la formulation pharmaceutique a
base de bactériocines est de de type hydrogel et en ce que l'agent gélifiant utilisé est le
carboxymethylcellulose.

Le probléme que la présente invention se propose de résoudre est considéré comme la
fourniture d’'une préparation sous forme galénique hydrogel pour une application topique contre
les affections cutanées causés par une bactérie du genre Mycobactérium.

La solution proposée n'est pas inventive. Le document D2 décrit une composition comprenant
une bactériocine pour son utilisation dans le traitement de I'éruption acnéiforme, différentes
formulations sont divulguées tel que les formes gels avec le carboxymethylcellulose utilisé
comme agent gélifiant.

En partant des divulgations des documents de I'art antérieur, il aurait été évident pour ’homme
de métier de combiner les documents D1 et D2 pour arriver a la préparation revendiquée sans
faire preuve d’esprit inventif.

Par conséquent, 'objet de la revendication 1 n’implique pas une activité inventive au sens de
Iarticle 28 de la loi 17-97 telle que modifieée et complétée par la loi 23-13.
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Les revendications 2-9 n’apportent aucune caractéristique supplémentaire donnant un avantage
technique a ladite invention. Par conséquent, I'objet desdites revendications n'est pas inventif
au sens de l'article 28 de la loi 17-97 telle que modifiée et complétée par la loi 23-13.

3. Application industrielle

L’objet de la présente invention est susceptible d’application industrielle au sens de l'article 29
de la loi 17-97 telle que modifiée et complétée par la loi 23-13, parce qu'il présente une utilité
déterminée, probante et crédible.
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