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Les eaux usées urbaines contiennent tous les microorganismes excrétés avec les
matieres fécales. Cette flore entérique normale est accompagnée d'une grande variété d'agents
pathogenes pour I'nomme (virus, bactéries et parasites). Elles présentent de ce fait un intérét
particulier pour la santé publique du fait qu’elles reflétent le niveau d’infestation des

populations humaines et animales ou elles prennent naissance (Rodier, 1996).

De nombreux virus sont susceptibles d'étre vehiculés par le milieu hydrique surtout dans
les eaux usées. Parmi ceux-ci, nous nous sommes plus particulierement intéressés aux
bactériophages. Le terme de bactériophage, ou plus simplement phage, désigne les virus de
bactéries. Comme c'est le cas pour tous les virus, les bactériophages sont incapables de se
multiplier de maniére autonome. (Ackermann, 2012). lls doivent s'intégrer physiquement a un
hote spécifique, dans le cas présent une bactérie-hote, dont le métabolisme est détourné au profit
de leur multiplication intracellulaire (André et al., 2008).

Les bactériophages envahissent donc unigquement et spécifiguement des cellules
bactériennes (bactériophage signifie littéralement "qui se nourrit de bactéries”). Ils sont tres
spécifiques ; ils infectent en général une seule espéce de bactérie et méme souvent seulement
certaines souches de I’espéce. lIs ont été découverts et décrits pour la premiére fois en 1915 par
Twort puis en 1917 par d'Herelle. Depuis cette époque, des milliers de phages différents ont été
identifiés et observés au microscope électronique. Ces virus des bactéries forment ainsi le plus

grand groupe viral (Ackermann, 2012).

Face a ’augmentation des infections impliquant des bactéries multirésistantes, le besoin
de nouveaux traitements antibactériens efficaces est de plus en plus impeérieux. Parmi les
différents traitements envisagés pour éviter la menace d’une « ére post-antibiotiques », la
phagothérapie ou la thérapie phagique apparait comme un candidat particulierement intéressant
(Magali et al., 2014). En effet la phagothérapie est la mise en pratique médicale de virus de
bactéries appelés bactériophages, ou plus communément phages, contre les infections
bactériennes. Dans les pays en voie de développement et particulierement en Algérie, la

phagothérapie pourrait contribuer a lutter efficacement contre les bactéries multirésistantes.

L’objectif principal de notre étude était la mise en évidence des bactériophages dans les

eaux usées de la wilaya de Khenchela en utilisant la méthode de plages de lyse. Nous avons aussi



Introduction générale

projeté d'identifier les différentes bactéries hétes de ces phages et d'évaluer leur profil de

résistance aux antibiotiques.

Malheureusement, avec la situation actuelle de la pandémie au COVID 19 et I'état de
confinement imposé par I'état depuis le mois de mars, la partie pratique de cette étude a été
annulée et on a été contraint de se contenter d'une recherche bibliographique sur les travaux

antérieurs ayant la méme thématique que la notre.

Ce mémoire comporte trois parties. La premiere s’intéresse aux généralités sur les
bactériophages. La seconde partie est consacrée aux les applications des bactériophages et plus
particulierement en milieu médical et finalement une conclusion et des perspectives de

recherche.
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Chapitre 1 Les bactériophages

I. Biologie des bactériophages

Les bactériophages ont été découverts indépendamment par le bactériologiste anglais
Frederick Twort en 1915 et par le biologiste canadien Félix d’Hérelle en 1917 qui les baptisa «
bactériophages ».

I.1. Définition des Phages

Les bactériophages ou phages sont des virus parasites des cellules procaryotes que sont
les bactéries. Ils sont généralement tres spécifiques d’une espéce de bactérie, voire de seulement
quelques individus au sein de cette espéce. Par contre, plusieurs bactériophages différents
peuvent étre spécifiques d’une méme bactérie. La quantité de bactéries sur la terre est estimée au
total & environ 5 x 10°° cellules bactériennes (Dublanchet et Patey, 2011).

Etant donné que toutes les bactéries connues peuvent étre infectées par plus d’une espéce
de virus, les phages représenteraient 1’entité biologique la plus abondante et la plus variée sur la
terre. L’estimation actuelle de la quantité de bactériophages existants est comprise entre 10% et
10*. On a identifié a I’heure actuelle plus de 5 500 phages différents (entre 5000 et 6000, ce qui
représenterait apparemment 10 % seulement des phages existants (Biofutur et GEEPhage,
2013), classés a partir de leur morphologie, de leur composition et de leur spécificité d’hote
bactérien (Dublanchet, 2009).

La thérapie qui utilise les phages pour traiter les infections bactériennes est appelée
phagothérapie. Elle est une approche thérapeutique encore assez peu utilisée, mais d'une

redoutable efficacité contre les bactéries (Hegel, 2014).

I.2. Structure et morphologie des bactériophages

La taille des bactériophages varie de quelques dizaines a quelques centaines de
nanometres. La plupart des phages sont pourvus d'une capside (une téte) renfermant le matériel
génetique (de I'ADN double brin dans plus de 95 % des cas). Cette capside est un assemblage de
sous-unités protéiques appelées capsomeres qui forment une structure géométrique parfois
complexe. 1l existe des capsides a symétrie cubique se présentant souvent sous la forme d'un
icosaédre pouvant parfois devenir presque circulaire et d'autres de symétrie hélicoidale. (Figure
01) (Gneaggi, Sozzi. 1984).

Certains virus adoptent une symétrie dite binaire avec une téte de symétrie cubique et une
queue de symétrie hélicoidale. A l'extrémité de cette queue (plus ou moins longue et souple,
parfois rétractile) sont placés les sites de reconnaissance des récepteurs de la cellule hote. Si la
présence d'une enveloppe protectrice est fréquente chez les virus des eucaryotes, elle est tres rare
chez les bactériophages. Seuls les Plasmaviridae qui infectent des bactéries du genre

Mycoplasma, les Cystoviridae qui infectent des bactéries du genre Pseudomonas, ou encore les
5
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Lipothrixviridae qui infectent certaines archéobactéries du genre Thermoproteus possedent une
enveloppe lipidique. (Figure 01). (Skraber, 2003)

( C Q/ Myoviridae Siphoviridae
KT Cystovitidae Microviridae
Podoviridae " rctivi ’d“ Leviviridae
Corticoviridae

A

“Turrivitidae’
“Sphaerolipoviridae”
Myoviridae
Siphoviridae
/I !\‘ /o Plasmavi md.\c
| | *Pleok pmmd.u
Globulo ndae

Guttaviridae ”ir _."{/-/-_4_-#
APOVI == Inoviridae
Ampull: iridae =

— PP =

- O F‘---:;- ==
Clavaviridae Lipotheixyitidae: alpha Upothrixviridae bcla gnmm deita

dsDNA

“Spiraviridae’ f(:(;.:..r‘x.dhac

connector
- P /,»
.< ) ¢ _ = — adsorption
3 . o apparalus
Fuselloviridae STSV1, STSV2, SMV1, APSV1 Bicaudaviridae
salterprovirus
TPV, PAVL Tail
| Key:

‘r Archaeal and bacterial r Bacterial [ Archaeal|

Figure 01 : (A) Différents types morphologiques chez les bactériophages. (B) Membres des la

famille des Caudovirales. (Orlova, 2012).

1.3. Génome viral

L’information génétique portée par le génome viral est a 'origine de la synthése des
protéines virales. Ce dernier est constitué d’une molécule d’acide nucléique (ADN ou ARN) qui
peut étre bicaténaire (double brin) ou monocaténaire (simple brin), segmenté ou non, mais
également linéaire ou circulaire. La majorité des phages connus ont une molécule d’ADN bi-
caténaire. La taille du géenome, qui varie de plusieurs dizaines a quelques centaines de paires de
bases, est directement liée a la complexité morphologique du phage. Deux types de protéines
sont codées par le génome et indispensables lors de la multiplication intracellulaire du phage: les
protéines structurales et les protéines non structurales. Depuis la fin du 20° siécle, environ 200

génomes phagique ont été séquences (Magin, 2019).
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I.4. Diversité des capsides

La capside, est une coque de nature protéique qui entoure le génome et est capable
d'assurer sa protection et sa persistance dans le milieu extérieur. Selon I’architecture de la
capside, quatre types de symétries sont représentées parmi les phages :

- Symétrie hélicoidale : la capside est cylindrique. Les bactériophages ont alors une forme
de filaments ou de batonnets,

- Symétrie cubique ou icosaédre : la capside est a symétrie icosaédrique. Les
bactériophages peuvent alors apparaitre sphériques,

- Symétrie binaire ou phage caudé : la capside ou « téte » est a symétrie icosaédrique et la
« queue » est a symétrie hélicoidale,

- Symétrie complexe : la capside est de forme trés diverse, on parle alors de phage
pléomorphe, Les variations de forme, de taille, de symétrie dans la morphologie des phages
permettent de les classer en sept groupes différents, eux- mémes scindés en vingt et un sous-

groupes, parfois composés d’éléments trés polymorphes (Magin, 2019).

1.5. Classification des bactériophages

Comme I’appartenance des virus au monde vivant est toujours sujette a débat, leur
classification n'est pas intégrée a celle réalisée pour les étres vivants. Actuellement deux
classifications sont utilisées dans la taxonomie virale. Ces deux méthodes de classifications ne
s’excluent pas mutuellement, et il est tout a fait possible de les utiliser conjointement. (Neurohr,
2016).

- La classification Baltimore, du nom de son inventeur, David Baltimore, et qui se base sur
la nature du matériel génétique viral (ADN ou ARN) et sur son mode d'expression. (Figure 02)

- La classification de I' « International Committee on Taxonomy of Viruses » (ICTV), qui
est assez proche de la classification habituelle utilisée pour étres vivants, et qui classe les virus
en ordre, famille, sous-famille, genre et espéce. Les criteres de classification sont :

e Lanature de I’acide nucléique (ADN ou ARN)
e Laforme de la capside (hélicoidale, icosaédrique ou mixte)

e Laprésence ou I’absence d’enveloppe (péplos). (ICTV, 2012)

La taxonomie est etablie par le Comité International de Taxonomie des Virus (ICTV).
Les virus bactériens connus aujourd’hui, ont pour hote 179 genres bactériens et sont regroupés
dans 10 familles. Un seul ordre (Caudovirale) rassemble trois des familles (Myoviridae,
Siphoviridae, Podoviridae) auxquelles appartiennent 95 % des phages décrits. Les autres
phages sont répartis dans 7 autres familles isolées. Les phages d’intérét pour la phagothérapie

7
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appartiennent trés majoritairement a deux familles seulement (Myoviridae et Siphoviridae). Un
appendice caudal, contractile ou non, assure l’injection du génome viral dans la bactérie.
(Ackermann, 2012).

Les bactériophages de I'ordre des Caudovirales présentent une structure dite « a symétrie
binaire » ou « caudée », ¢’est-a-dire se composant d’une téte et d’une queue identifiables.

5 % des phages n’appartenant pas a I’ordre des Caudovirales présentent une structure a

symétrie non binaire qui peut étre soit cubique, soit hélicoidale, soit complexe.

wona 1 —~__~
C———— Inoviridae

Microviridae

dsDNA <>
Coﬁi;:oviridae Fuselloviridae

Podoviridae

Myoviridae © ®

Siphoviridae Tectiviridae Plasmaviridae

,.
V
v
L

Lipothrixviridae Rudiviridae

ssRNA . q dsRNA ©
eviviridae

Cystoviridae

Figure 02 : Représentation schématique de la majorité des phages, selon la classification de
Baltimore (ssDNA = ADN simple brin ; dSDNA = ADN double brin ; ssSRNA = ARN simple
brin ; dSRNA = ARN double brin). (Ackermann, 2003).

1.5.1. Familles des bactériophages

Grace a I’émergence de travaux sur la génomique et la protéomique comparative des
phages, le concept de sous-famille a été trés récemment adopté par I’'ICTV (Tableau I).

En effet, la création d’une sous-famille est essentiellement basée sur les relations
évolutives des génomes entre phages appartenant a une méme famille. Les sous-familles alors
définies portent en commun le suffixe « virinae ». Ainsi, dans 1’ordre des Caudovirales, la
famille des Podoviridae qui contient 11 genres différents, présentent maintenant deux sous-
familles ; les Autographivirinae et les Picovirinae dans lesquelles sont classés respectivement

trois et deux genres différents. Les autres genres font partie de la famille des Podoviridae mais
8
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n’ont pas encore de sous-famille attribuée. Gokushovirinae est la troisiéme sous-famille qui a été

créée et qui appartient & la famille des Microviridae (Famille dont I’ordre est Non Attribué).

Tableau I: Les principales familles de bactériophages (Dublanchet, 2009)

Symétrie  Ac. Nucléique ~ Famille  Genre Exemple Espéce Particularités
BIE;L?;“ ADN,db,L  Myoviridae 6 T4 1243 Queue contractile
— Queue longue et non
ADN,db, L Siphoviridae 6 A 3011 e
ADN,db,L  Podoviridae 3 1] 696 (Queue courte
Cubique ou =
oolyhédnale ADN,sb,C  Microviridee =~ 4 X174 40
ANGCE CGmowie | | Bo | g | ey
lipidique
ADN.GbL Tetwidde 1 PRDI 1y 'eueimeme
(lipoprotéine)
ARN,sb,L  Leviviridae 2 MS2 39
ARN, db,L,§  Cystoviridae 1 06 | Enveloppe lipidique
Helicoidal ou ADN, sb, C Inoviridae 2 fd 57 Filamcnu‘,l'lxﬂu
filamenteux allonges
ADN,db,L  Lipothrixviridae | TTVI 67 Enveloppe lipidique
ADN, db, L Rudiviridae I SIRVI 2 Ressemble au TMV
Conpiere 0\ N b CE Passmiridee | L2 S ki
pléiomorphe pas de capside
ADN,&,CE Fodoiidee 1 V1 g  Teimepesce
capside
TOTAL 5130

Sb : simple brin, db : double brin, C : circulaire, L : linéaire, E : super-enroulé, S : segmenté

1.5.2. Genres des bactériophages

Les familles et sous-familles pour certains, sont ensuite subdivisées en genres. Le nombre
de genres par famille est variable selon la quantité des phages qui la composent. Ainsi, les
phages caudés, les plus nombreux, appartenant a 1’ordre des Caudovirales, se répartissent au sein
de 28 genres. Le nom de genre des familles de ces phages est assez particulier. En effet, leur nom

correspond a 1’espece de phage la plus connue du genre. Par exemple, les phages de la famille
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des Myoviridae comptent huit genres. Parmi eux le genre des phages de Type-T4, porte le nom
du phage T4 correspond a I’espece type la plus connue de ce genre.

En ce qui concerne les 18 familles n’appartenant a aucun ordre attribué, dix d’entre elles
ne compte qu’un seul genre dont le nom correspond a celui de la famille suivi du suffixe « —virus
» & la place de « -viridae » (exemple ; famille : Corticoviridae - genre unique : Corticovirus) et
le genre Salterprovirus est I’'unique genre présentant une famille Non Attribué a ce jour parmi les

18 familles.

1.5.3. Especes des bactériophages

Le nom d’espece des phages ne répond a aucune régle de nomenclature. Cependant la
notion d’espéce virale a été introduite par I’'ICTV afin de transposer le concept des autres virus
aux bactériophages. Ainsi une espece virale correspond a une classe de virus occupant une niche
écologique particuliere et constituant une lignée réplicative. Les critéres utilisés sont diverses et
font intervenir la morphologie, la composition en protéines, la structure de I’ADN, I’homologie

nucléotidique, le spectre d’hote et le type du cycle infectieux développé.

1.6. Cycle infectieux du bactériophage

On discerne trois types de bactériophages : les phages dits « virulents » ou «lytiques»,
représentant pres de 90 % des bactériophages, ceux dits «tempérés» ou «endogenes» représentant
environ 10 % et ceux dits « filamenteux », bien plus minoritaires (moins d’1 %). Parmi tous les
bactériophages existants, les plus étudiés sont les phages virulents (exemple du phage T4) et les
phages tempérés (exemple du phage L) (Dublanchet, 2009).

L’injection de 1’acide nucléique du phage au sein de la cellule hote conduit a deux
parcours :

- Soit le phage integre son ADN au génome de la bactérie. Le phage est appelé prophage et
la bactérie est dite lysogene, elle poursuit son cycle de réplication c’est le cycle lysogene

- Soit la bactérie arréte de se multiplier et procéde a la construction des particules virales,
c’est le cycle lytique. Au bout d’un certain temps, la bactérie éclate et libere de nombreux
bactériophages qui peuvent, a leur tour, attaquer d’autres bactéries, c’est la lyse.

La différence principale entre les deux principaux types de phages (virulents et tempérés)
réside dans leur comportement vis-a-vis de la bactérie aprés intrusion : un phage lytique va
directement détruire la bactérie, tandis qu’un phage tempéré va intégrer son génome a celui du
chromosome bactérien, rester « silencieux » un temps et se multiplier avec lui (Inal, 2003). Le

passage du cycle lysogéne au cycle lytique est I’induction. (Gneaggi et Sozzi 1984).
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Le troisieme type de phages existant, appelé phage filamenteux sont rares et son cycle,
nommeé cycle chronique, non exploitable pour la phagothérapie (comme le cycle lysogene).
Apres penétration dans la bactérie hote, ce phage ne va pas la lyser mais va produire en continu
de nombreux phages par bourgeonnement de la membrane bactérienne (Ackermann, 2003).

Il existe un quatrieme type de cycle de reproduction, nomme pseudo-lysogénie. Il s’agit
d’un intermédiaire entre les cycles lytiques et lysogéniques, au cours duquel le génome viral ne
s’intégre pas au génome de la cellule hote, et demeure latent dans le cytoplasme. Ce cycle reste

encore mal compris (Grossi, 2006).

1.6.1. Cycle lytique des bactériophages

Contrairement aux phages tempérés, les bactériophages virulents possédent la capacité de
se multiplier selon leur propre rythme, et non pas au gré des divisions bactériennes. La
reproduction d’un tel phage permet d’engendrer simultanément plusieurs dizaines de virus tous
identiques. Un cycle lytiqgue complet prend quelques minutes & maximum une heure pour se

réaliser (Figure 03).

O Arrimage du phage lytique

&
Assemblage 3 "
d'un phage - Pénétration de 'ADN
- .~ du phage et dégradation

gz} 6] Libération des &3 du génome bactérien
& nouveaux phe?e% \
? A ”L A 2 T

Iy g ,i:: g N
- “ 3 CYCLE .
. i . i€ ; LYTIQUE e e

S 4 \ i'?;:af /

Téte Queue Fibres de la queue

; w.," f':‘; . ,
&_— {'3 “a}zm? | ”,\.“z\ {‘ﬁ' ;{1;;7, 55})

Assemblage des 3} Synthése de génomes et
nouveaux virions de protéines phagiques

Figure 03 : Schéma du cycle lytique (Dublanchet, 2009)

A coté de cela, la réplication bactérienne ne permet, dans les conditions optimales, de
générer que deux bactéries filles toutes les demi-heures chez les espéces bactériennes a
développement rapide. Cette réplication dichotomique bactérienne n’est pas en mesure de

résister a une lyse par les dizaines, et méme les centaines de bactériophages produits lors de leur
11
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réplication. Une colonie bactérienne entiere méme abondante est ainsi rapidement détruite par le
nombre de bactériophages a croissance exponentielle (Dublanchet, 2009).

Les étapes du cycle lytique sont :
1.6.1.1. Arrimage

La rencontre d’un bactériophage et d’une bactérie est un phénoméne aléatoire. La
probabilité que les fibres de queue d’un phage rencontrent leur récepteur sur leur bactérie cible
est donc dépendante de la proportion de phages et de bactéries dans le milieu. Une fois cette
rencontre effectuée, les fibres du phage vont se fixer a la bactérie cible via un récepteur
spécifique situé a I’extérieur de la bactérie. Selon le phage, ces récepteurs bactériens vont étre
situés a des endroits différents : sur les pili s’il s’agit d’un phage appartenant a la famille des
Leviviridae, sur la paroi si le phage appartient a I’ordre des Caudovirales par exemple.

Cette étape, I’arrimage, est primordiale car d’elle dépend toute la suite de I’action des
bactériophages. Cette liaison entre les fibres de la queue du phage et les récepteurs bactériens est
une liaison forte qui va permettre au phage de mettre en contact sa plaque terminale avec la paroi
de la bactérie (Dublanchet, 2009).

1.6.1.2. Pénétration

Une fois solidement arrimé, une enzyme virale (endolysine) perce un trou dans la paroi
cellulaire de I’hdte et la base de la queue du virus entre en contact avec la membrane
cytoplasmique bactérienne. Il en résulte la perforation d’orifices dans la membrane suivie d’une

contraction de la queue qui va permettre I’introduction dans le cytoplasme bactérien du génome

viral (Dublanchet, 2009).

1.6.1.3. Expulsion du matériel génétique
Il y a alors immédiatement exportation de I’acide nucléique empaqueté dans la capside du
phage vers le cytoplasme de la bactérie. Vidée et sans objet, la capside virale reste a I’extérieur

de la bactérie (Dublanchet, 2009).

1.6.1.4. Réplication

Une fois a I’intérieur, le génome viral détourne le métabolisme cellulaire a son service. En
premier lieu, une nucléase fragmente I’ADN bactérien en segments inutiles. Toute la machinerie
cellulaire de la bactérie est détournée au profit de la néosynthese virale : 1’acide nucléique
phagique est transcrit en ARNm puis traduit en protéines (enzymatiques et structurelles) servant

a la fabrication de nouvelles particules virales (Dublanchet, 2009).
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1.6.1.5. Assemblage et libération des phage

C’est alors que se produit dans la bactérie infectée une maturation et I’assemblage des
différents composants du phage. Ces derniers, produits en grand nombre, s’assemblent
spontanément selon un modele prédéterming, identiques au phage infectant. Quand la bactérie a
accumulé entre 100 a 200 virions, il y a activation d’une endolysine phagique qui a pour réle de
détruire la membrane bactérienne et de faire eclater la cellule, libérant de ce fait simultanément
tous les virus produits qui, dispersés a proximité, sont disponibles pour attaquer les bactéries
voisines (Dublanchet, 2009).

1.6.2. Cycle lysogene (phages tempérés)

Certains types de bactériophages peuvent intégrer leur matériel génétique dans le génome
de la bactérie hote sans pourtant la détruire : on parle alors de phages lysogénes. Le cycle
lysogénique ou lysogénisation (Figure 04), a lieu lorsque le génome du phage (prophage)
s’insére dans celui de la bactérie et devient partie intégrante de celle-ci. La réplication du
génome du phage a lieu en méme temps que celui de la bactérie. Celle-ci transmet ensuite lors de
sa division de nouveau patrimoine génétique a sa descendance. La bactérie hdte ne sera pas lysée
mais va exprimer des génes du phage jusqu’a ce le cycle lysogénique s’active en cycle lytique.

Le génome du phage s’excise du chromosome bactérien (Dublanchet et Patey, 2011).

Cellule fille comportant

ADNdu g un prophage
- phage - Le phage injecte
& i \ son ADN l -
/ ) Les divisions
\ ~ 7 N cellulaires produisent
L'ADN du phage 2 une population
Phage tempéré -/7 — se circularise bacténienne infectée
Génome bacteénien p NS [Raphege
= CYCLE —
i ':;C )} |Lysocemique | (&5,

La bacténe se multiphe, copiant
le prophage et le transmettant 2
induction da| _ Début du cycle Prophage ses cellules filles

cycle lytigue " lysogénique = /
S\

f{ )

Parfois un cycle o/

Ivsogénique s'active
en cycle Iytique L'ADN du phage s'intégre
dans ke génome bactérien
et devient un prophage

Figure 04 : Schéma d'un cycle lysogenique (Chen, 2008)
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Ce changement d’état est relativement rare : un cas pour 100 000 phages tempérés
environ (Dublanchet, 2009), mais sa fréquence est augmentée lors d’un stress, induit par
exemple par des rayons ultra-violets, des rayons X ou des substances chimiques comme des

oxydants.

1.7. Habitat des phages

On peut rencontrer les phages dans différents environnements naturels : sur le sol, dans
les eaux salées ou douces, sur les surfaces cutanées et muqueuses des étres vivants (et entre
autres dans I’appareil digestif), ...ou plus généralement dans tous les environnements
comportant des bactéries. Une des constantes que 1’on retrouve chez tous les bactériophages est
leur résistance aux milieux extrémes, généralement meilleure que celle des bactéries. Nombre de
ces virus ont méme la capacité de survivre plusieurs mois, voire plusieurs années dans des
milieux aussi différents et inhospitaliers que les deserts chauds ou froids, les sources thermales
volcaniques ou les profondeurs abyssales des océans ou régnent des pressions gigantesques
(Dublanchet et Patey, 2011 ; Dublanchet, 2009)

Ces virus particuliers participent activement a I’évolution des écosystémes, en détruisant
une partie des bactéries, engendrant ainsi un renouvellement de la biomasse bactérienne, ou en
interagissant avec les bactéries de telle sorte que des échanges de genes entre bactéries aient lieu.

On estime qu’en régle générale, les bactériophages réduisent la population bactérienne
globale de prés de moitié toutes les 48 heures (Dublanchet, 2009 ; Gilmore 2012). Les études
datant d’une trentaine d’années parlent d’une population de bactériophages de I’ordre de 10" par
millilitre dans les milieux marins (le milieu aquatique contenant la plus grande quantité de
phages étant les eaux usées). On peut trouver en particulier une grande quantité de phages dans
les sédiments marins, que I’on estime actuellement a 10° phages par gramme de sédiment
(Dublanchet, 2009).

Cependant, les études des quinze derniéres années ont montré que leur population dans
les eaux douces et dans les habitats marins était bien plus importante qu’elle n’avait était
imaginée auparavant (Personnic et al., 2006). Dans ces milieux, les bactériophages ceuvrent a la
dynamique du renouvellement biochimique, en éliminant une partie du bactério-plancton. En
effet, la lyse de ce dernier permet de rendre le carbone organique biodisponible, en le faisant
passer de 1’état particulaire, sous forme de cellules bactériennes, a 1’état dissous exploitable, sous

forme de produits de lyse (Dublanchet, 2009).
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1.8. Résistance microbienne aux phages

De nombreuses études ont montré que la lyse virale n’induisait en moyenne qu’entre 10
% et 20 % de mortalité bactérienne. Ces faibles valeurs suggerent le développement de
mécanismes de défense des bactéries face aux infections virales. Ces mécanismes peuvent se
traduire par :

a- Une mutation de la structure des récepteurs membranaires empéchant la fixation des
virus.

b- La production d’ectoenzymes détruisant les protéines de la capside des virus libres bien
que la spécificité de cette production contre les virus ne soit pas prouvée.

c- La délétion spontanée d’une partie du génome bactérien.

Récemment, un nouveau mécanisme de résistance bactérienne a été révélé au cours de
I’étude d’Andersson et Banfield. D’apres ces auteurs, les bactéries ont la capacité d’intégrer des
éléments genétiques particuliers provenant de séquences génomiques virales au niveau de locus
appelés « regroupements de répétitions de courts palindromes réguliérement espacés » ou
CRISPR (clusters of regularlyinterspaced short palindromicrepeats), ce qui leur confere une

résistance aux phages. (Berdjeb et Jacquet, 2009).

1. Ecologie et intérét environnemental des bactériophages
I1.1. Importance écologique de bactériophages

Les bactériophages sont considérés comme étant plus nombreux dans la biosphere que
n’importe quel autre groupe d’organismes, procaryotes inclus. Ils sont présents dans tous les
types d’écosystémes. (Wommack et Colwell, 2000).

Les bactériophages jouent probablement un rdle important de régulateurs dans les
écosystémes; une hypothese suggére que les bactériophages se multiplient lors des épidémies de
choléra dans le Gange au Bangladesh et contribuent ainsi - ou seraient méme responsables du
déclin des épidémies. Plus tard, d’autres épidémies peuvent arriver avec d’autres souches, pas
sensibles aux premiers bactériophages, mais qui seront sensibles a la prochaine vague de

bactériophages (Belin et Forterre, 2011).

I1.2. Reproduction et intérét environnemental des phages

Les phages virulents permettent de réguler et de renouveler la biomasse bactérienne : les
phages lytiques seraient, dans certains environnements, responsables de 50% de la mortalité
bactérienne (en 1’absence d’autres prédateurs des bactéries, comme les microflagellés). Les

phages tempérés seraient quant a eux, et dans une certaine mesure, des acteurs du transfert
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génétique entre bactéries par transduction. Ce dernier role influence directement la virulence
bactérienne, le développement de phénomeénes de résistance ou encore la formation de toxines.
L’homme et I’animal ont été, lors de la découverte des phages, ’'un des premiers
systemes étudiés. La présence de phages a été montrée au niveau du tube digestif, du sang, de
I’urine et de diverses muqueuses (comme celle de la cavité buccale). Cependant, la nature, la
fréquence et le réle des phages ne sont que trés partiellement connus. Les phages endogénes
pourraient avoir un réle potentiel dans la protection de certaines maladies infectieuses au méme

titre que I’'immunité. (Courtault, 2014)

11.3. Recyclage des nutriments et influence sur le climat

La lyse des bactéries par les bactériophages est un phénoméne important. En effet, dans
les systémes aquatiques, les bactériophages seraient responsables de 10 a 50% de la mortalité des
bactéries. Compte tenu de 1’importance numérique des populations bactériennes, cette prédation
a un effet primordial sur les communautés microscopiques et macroscopiques.

La lyse phagique induit la dispersion de débris cellulaires dans le milieu marin, ce qui
participe a la circulation des nutriments dans la chaine alimentaire. Cela a également un impact
sur la géochimie locale de par les propriétés chimiques et physiques des éléments disperses. Par
exemple, la lyse par les bactériophages conduit a la libération de sulfure de diméthyle (DMS). Ce
composé a une influence significative sur le climat terrestre. En plus de ses propriétés odorantes
(il est responsable de 1’odeur caractéristique de 1’air marin), il exerce un effet refroidissant sur le
climat. Une fois oxydées dans I’atmosphére, les molécules de DMS forment un brouillard
d’aérosols et participent a la formation des nuages. Ceux-ci diminuent la dose de radiation
solaire regue au niveau des surfaces terrestres et océaniques et limitent ainsi le réchauffement de
la planéte. (Courtault, 2014)

I11. Techniques de détection et de quantification des phages

Depuis prés d’un siecle, les moyens de détection et de quantification des virus se sont peu
a peu améliorés et diversifiés.
I11.1. La technique de plages de lyse

La mise en évidence des premiers phages a été possible grice a la lyse qu’ils
provoquaient dans une culture de bactérie (Twort, et al., 1915; D’herelle, 1917). Cette
propriété a été utilisée trés tot pour déterminer le titre viral des phages lytique. La technique dite
de plage de lyse consiste a étalé une suspension tres virale trés diluée a la surface d’un tapis
bactérien dans une boite de pétri contenant un milieu nutritif solide. Aprés incubation, il apparait

des trous dans le tapis bactérien qui sont la résultante de la destruction des cellules (figure 05).
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Ces derniers sont appelés plages de lyse et permettent aprés comptage d’estimer le nombre de

virus en PFU (plage formant unité)/ml (Signer, 1967).

Diailution en série du virus
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B 0 O

Virus Virus Virus Virus
1710 17100 171000

! 4 J

Etalement sur tapis microbien
Incubation

SO SW®

Comptage des plages de lyse

Figure 05 : Schéma du protocole utilisé dans la technique de plages de lyse

111.2. La microscopie électronique en transmission (MET)

Cette technique de microscopie basée sur le principe de diffraction des électrons permet
un facteur de grossissement d’un million. Son utilisation en virologie a été initiée par (Ruska et
al., 1940).

Les virus sont absorbés sur une grille métallique recouverte d’un film de carbone puis
colorés négativement. Une solution contenant un agent contrastant (Tétroxyde d’osmium, acétate
d’uranite, citrate de plomb, acide phosphotungstique, molybdate d’ammonium) est ajouté sur la
grille. Celui-ci va se fixer préférentiellement au bord des échantillons absorbés. En raison de sa
forte masse atomique, le contrastant dévie les électrons. Ainsi le virus apparait plus foncé que ce

qui I’entoure (figure 06).
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Figure 06 : photographie de bactériophages aprés coloration négatif et observés en MET
(Ruska, 1940 (A); Inman et al., 1976 (B))

111.3. Microscopie a épifluorescenece ME

Le colt élevé et la faible disponibilité des met ont été les principales causes du
développement de la microscopie a épifluorescenece. Dans cette technique dérivée de celle
utilisée pour le comptage des bactéries, I’acide nucléique des virus, concentrés par ultrafiltration,
est marqué grace a un fluorochrome caractérise notamment par la durée de persistance de sa
fluorescence appelée temps de «fading». L’observation se fait sur un microscope a

épifluorescenece (Weinbauer et al., 1997).

I11.4. Cytométrie en flux

L’apparition d’une nouvelle génération de fluorescences spécifiquement les acides
nucléique combinée a I’amélioration des cytométrieen flux a permis 1’obtention d’un nouveau
moyen de détection et de quantification des virus. Ce systéme présente le grand avantage d’étre
completement adapté a 1’analyse d’un trés grand nombre d’échantillons grace a I’automatisation
du procédé. De plus, la cytométrie en flux permet en évidence les différentes populations de
virus (Hercher et al., 1979 ; Marie et al., 1999). Les fluorochromes utilisés sont le SYBER
GREEN l et1l, le TOTO-1, le YOYO-1, le Pico Green, 1’OligoGreen et le SYBER Gold.

I11.5. Les techniques d’amplification de géne
Contrairement des techniques culturales et microscopiques, 1’amplification du géne

apporte une preuve indirecte de la présence ou 1’absence de tel ou tel virus.

111.5.1. PCR (polymérase Chain reaction) et RT-PCR (reverse transcription PCR)
Dans la PCR un gene cible est amplifi¢ a 1’aide d’amorces spécifiques et d’une

polymérase thermostable (souvent la Tag Polymerase) au cours de plusieurs cycles comprenant
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trois phases (dénaturation, hybridation et élongation). Pour RT-PCR, une reverse transcription
est realisée en préalable pour obtenir une L’ADN complémentaire a partir de L’ ARN viral une
reverse transcriptase.

Ces techniques moléculaires présentent 1’avantage d’étre trés sensible car elles permettent
de détecter les génomes viraux, méme s’il n’y’a que quelques copies dans 1I’échantillon analysé.
Par ailleurs, le choix judicieux des amorces utilisées autorise une identification rapide du ou des
virus présents. De plus, les provirus, invisibles en MET ou en ME car ils ne produisent pas de

virions, sont alors détectables

111.5.2. PCR et RT-PCR quantitative

Plus récemment la PCR et RT-PCR quantitative ont été développées dans le but de
quantifier les virus et de suivre leur développement. Cette technique est basée sur la détection et
la quantification d’une molécule fluorescente dont I’émission est directement proportionnelle a la
quantité d’appliquons générés pendant la réaction de PCR et RT-PCR. Il existe deux types de
marquage: des agents se liant a L’ADN double brin (comme le SYBER Green 1) et les sondes

fluorescentes (comme les sondes Tagman) (Gilson et al., 1996 ; Gibson et al., 2003).
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|. Domaines d’utilisation des bactériophages

Si les bactériophages peuvent conférer leur virulence a certaines bactéries, ils pourraient
également étre utilisés comme «arme» contre celles-ci (Grégory et Meyer, 2002).

I.1. Utilisation en médecine

En médecine, les bactériophages offrent des possibilités intéressantes d’utilisation en
thérapie. L’idée n’est pas nouvelle, puisque apres la découverte des bactériophages, Félix
D’Hérelle proposa de les utiliser pour combattre les infections bactériennes. L’utilisation des
bactériophages dans le domaine médicale présente un intérét certain et prometteur.

Un essai clinique, évaluant I’efficacité de la phagothérapie a été mené au Royaume-Uni,
sur 24 patients souffrant d'otite chronique unilatérale a P. aeruginosa (Wright et al., 2009). Ces
patients ont été traités avec une dose unique de 6x10° PFU d'un cocktail de six phages,
administrés par voie topique. Le traitement a réduit I’intensité des symptémes jusqu'a 80%
(Hawkins et al., 2010).

1.2. Utilisation dans le traitement des infections a biofilm

Les infections a biofilm sont une plaie dans le domaine médical actuel. Actuellement,
65% des infections recensées chez I'nomme dans les pays développés sont causées ou
entretenues par des biofilms. Plus de 80 % des infections bactériennes sont chroniques a cause de
ces biofilms. Parmi ces infections, les plus courantes sont les infections dentaires, pulmonaires et
urinaires, ainsi que de nombreuses maladies nosocomiales liées a 1’usage de matériel médical
contaminé par des biofilms (cathéters, protheses cardiaques, materiel orthopédique) (Hgiby et
al., 2010).

Dés lors qu’un biofilm est installé, les bactéries qu’il héberge échappent aux défenses
immunitaires de I’hote et aux thérapeutiques antimicrobiennes, et notamment antibiotiques.

Les antibiotiques vont détruire les bactéries circulantes, supprimant ainsi les symptomes,
mais ne pourront pas atteindre celles enchassées dans le biofilm. Sans traitement efficace, le
biofilm va alors servir de nid a partir duguel les infections vont récidiver. La seule thérapeutique
actuellement efficace est le retrait chirurgical de la zone de biofilm (Hgiby et al., 2010).

L’utilisation des bactériophages semble indiquée lors de présence de biofilms, puisqu’ils
seraient capables d’en détruire la matrice. Une fois ce biofilm éliming, les bactéries qui s’y
protégeaient sont de nouveau exposées aux antimicrobiens et peuvent alors étre détruites par les
phages (Magali et al., 2014).
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1.3. Utilisation en agro-alimentaire

L’intérét des phages dans I’industrie agro-alimentaire est de détruire certaines bactéries
(principalement Listeria monocytogenes, Salmonella et Escherichia coli susceptibles de
contaminer les produits alimentaires frais (Magali et al., 2014).

Aux Etats-Unis d’Amérique, la FDA (Food and Drug Administration) a récemment émis
des directives pour lutter contre 1’expansion des antibiorésistances. Pour mieux lutter contre les
antibiorésistances, elle a autoris¢ en 2006 la pulvérisation sur la viande d’un cocktail de six
phages anti-Listeria monocytogenes nommé ListShield™ (anciennement LMP 102), fabriqué et
conditionné par la société Intralytix (FDA, 2013).

Depuis, d’autres produits du méme type ont rejoint 1’arsenal et sont classés sous le
concept Generally Recognized As Safe (GRAS), qui indique I’approbation par la FDA aprés
reconnaissance de la non dangerosité du produit par des experts, et qui permet de contourner
I’habituelle loi fédérale d’autorisation des additifs pour les aliments. C’est le cas du Listex P100
(contre Listeria monocytogenes pour la viande, le fromage, le poisson et les fruits et légumes)
(Figure 11), produit par la firme Micreos Food Safety ainsi que d’autres produits provenant
d’Intralytix tels que I’EcoShieldTM (contre Escherichia coli O157 :H7 pour la viande rouge) et
le SalmoFresh™ (contre Salmonella spp. pour la volaille, les poissons, les coquillages, les fruits

et les Iégumes (Housby et Mann, 2009).

1.4. Désinfection des surfaces inertes

Les phages se sont avéres efficaces en application sur des surfaces inertes pour les
débarrasser des bactéries ou des biofilms. Leur usage serait particulierement indiqué pour traiter
I’intérieur des réseaux hydrauliques, comme par exemple les tuyaux de circulation d’eau de
boisson pour les volailles, qui regorgent généralement de bactéries (surtout des bactéries

géneérant des infections entériques, comme Campylobacter spp.) et de biofilms (Inal, 2003).

1.5. Applications vétérinaires

L’utilisation des phages contre les infections animales ainsi que pour prévenir la
transmission des pathogenes des animaux au systéme agroalimentaire est une autre sphere
importante de la recherche avec les phages (Adhya et al., 2014). Une expérience faite par Smith
et Huggins dans les années 80 a démontré I’efficacit¢ d’une suspension de phage administrée de
maniéere intramusculaire & des souris qui avait éte infectées par E. coli.

L’administration d’une seule dose de suspension de phage a été plus efficace que les
multiples administrations d’antibiotiques qui avaient ét¢ donnés aux souris. Ce méme groupe de
recherche a utilisé les phages pour prévenir la diarrhée causée par E. coli chez des veaux, des
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porcelets et des agneaux (Wittebole et al., 2014). Les applications dans le milieu
agroalimentaire et vétérinaires sont vastes et gagnent a étre exploitées. Pour I’instant, la
réglementation n’est pas aussi rigoureuse que dans pour les applications thérapeutiques

humaines, ce qui en fait un domaine en pleine évolution.

1.6. Le traitement des eaux usées

Les phages peuvent potentiellement améliorer le traitement des eaux usees. Des phages
provenant de sources environnementales aquatiques peuvent s'attaquer aux bactéries non désirées
telles que Salmonella, E. coli entéropathogéne, Shigella, Vibrio cholera, etc., afin d'empécher
ces bactéries dangereuses d'atteindre les rivieres, étangs et lacs (Jassim et al., 2016). De plus,
les phages sont peu codteux a produire, rapide et respectueux de lI'environnement par rapport aux
méthodes actuelles utilisées dans les stations d’épuration.

Néanmoins, I'application réussie du biocontrdle des phages pour le traitement des eaux
usées nécessite une meilleure compréhension de la dynamique et des interactions de la

communauté microbienne des eaux usées (Jassim et al., 2016).

I.7. L’agriculture

Dans le contexte agroalimentaire, les deux types d'antimicrobiens (phages et protéines
Iytiques du phage) peuvent étre utilisés pour assurer la sécurité alimentaire tout au long de la
chaine de fabrication (de la ferme a la fourchette) (Garcia et al., 2008). Un secteur cible
potentiel pour I'application de bactériophages est la production primaire, ou ils peuvent
remplacer ou compléter les antibiotiques et les pesticides. En conséquence, les phages pourraient
aider a limiter I’augmentation de la résistance aux antibiotiques associée aux pratiques agricoles

et d’élevage. (Fernandez et al., 2018).

1.8. Effet des phages sur I’explosion respiratoire

L’explosion respiratoire est une rapide augmentation de la production de dérivés réactifs
de I’oxygene par le métabolisme oxydatif des phagocytes lors d’une infection. D’une part, cette
réaction est une composante essentielle de I’immunité innée, permettant aux cellules
phagocytaires d’éliminer les pathogénes. D’autre part, une production excessive d’espéces
réactives de 1’oxygeéne meéne a un stress oxydatif a I’intérieur de la cellule. Les bactéries et les
virus peuvent induire un stress oxydatif dans les cellules hétes lors d’une infection. Il est donc
primordial de connaitre les effets des phages sur la production des espéces réactives de

I’oxygene, afin de s’assurer de I’innocuité de la thérapie phagique a cet égard.
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La premiere étude pour évaluer I’influence des phages sur la génération des espéces
réactives de 1I’oxygeéne a montré, in vitro, qu’une préparation purifiée de phage T4 induit une trés
faible explosion respiratoire comparativement aux cellules bactériennes, que ce soit dans les
monocytes ou les neutrophiles (Przerwa et al., 2006). De plus, lorsqu’ils sont incubés ensemble,
les phages réduisent, de maniere dose-dépendante, 1’explosion respiratoire induite par
Escherichia coli. Les effets sont significatifs avec des titres en phages élevés (10° et 10
PFU/mI).

Une autre étude a montré qu’une préparation purifiée de phages T4 peut inhiber
I’explosion respiratoire induite par des lipopolysaccharides ou des cellules bactériennes
(Miedzybrodzki et al,. 2008). Il a également été montré que ni les préparations purifiées ni les
lysats de phages A3/R dirigés contre les staphylocoques n’induisent, in vitro, une explosion

respiratoire significative des monocytes ou des neutrophiles.

Il. La phagothérapie
I.1. Historique

La phagothérapie a été découverte par Félix D’Hérelle en 1919 (D'Hérelle, 1921). La
premiéere application des phages pour traiter des maladies infectieuses humaines remonte a 1921
par Bruynogue et Maisin qui les ont utilisés avec succes pour traiter des maladies de peau dues
au Staphylococcus sp. Ils ont aussi été utilisés pour traiter la dysenterie, le choléra et la fiévre
typhoide. Dans les années 1930, plusieurs produits a base de phages qui ont été commercialisés
aux Etats-Unis ont recu des rapports positifs sur leur efficacité, particulierement pour les
infections dues aux Staphylococcus sp. et les maladies intestinales. En Géorgie, ou les phages
sont étudiés depuis 1934, des chercheurs ont rapporté que la thérapie phagique avait un taux de
succes de 80% contre les infections d’entérocoques. En Pologne, les médecins ont eu un taux de
succes de 90 % contre des cas de Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella
pneumoniae et Escherichia coli (Pirisi, 2000).

Les résultats mitigés de la thérapie phagique, I’'usage inapproprié¢ des phages, le manque
de connaissances sur la nature des bactériophages, le mangue de standards de pureté et les études
incontrolées ont fait, qu’avec la découverte des antibiotiques et 1’éclatement de la deuxieme
guerre mondiale, la phagothérapie a été abandonnée dans les pays occidentaux. Toutefois, les
phages ont toujours continué a étre utilisés comme agents thérapeutiques avec succes en Europe

de I’Est et dans I’ex-Union soviétique.
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Figure 07 : Frise chronologique retracant les grandes phases de la découverte des phages et de leur utilisation en biologie moléculaire et en

tant qu’agents antibactériens (Magali, 2019).
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Aujourd’hui, le taux alarmant de bactéries résistantes aux antibiotiques, combiné au fait
que les nouvelles classes d’antibiotiques pour les affronter se font plus rares, nous obligent a
nous tourner vers d’autres alternatives, d’ou un regain d’intérét pour les bactériophages
(Sulakvelidze et al., 2001). De nos jours, la technologie biomédicale est bien différente de ce
qu’elle était aux premiers temps de la recherche sur la thérapie phagique. Les connaissances sur
les propriétés biologiques des phages et les mécanismes régissant 1’interaction phage-bactérie se
sont grandement élargies.

Ces avancées peuvent maintenant permettre le développement de préparations de phages
thérapeutiques sécuritaires ayant une efficacité optimale envers leurs hétes bactériens spécifiques
afin d’intégrer la thérapie phagique aux méthodes de prévention et de traitement des infections

bactériennes (Martineau, 2009).

11.2. Définition de la phagothérapie

Il s’agit d’une thérapie fondée sur 1’utilisation du bactériophage, virus parasite exclusif
des bactéries. Les caractéristiques biologiques des phages en font un agent idéal pour le
traitement des maladies infectieuses d’origine bactérienne. lls sont classés comme médicaments
par I'Union européenne depuis 2011. Certains experts contemporains affirment que la
phagothérapie peut étre plus efficace que les antibiotiques dans certaines conditions cliniques: de
ce fait, elle se voudrait une solution a I’antibio—résistance (Fruciano, 2011).

L’utilisation des bactériophages est reconsidérée dans de nombreux pays devant le double
constat du développement inquiétant des infections nosocomiales a bactéries multirésistantes et
de I’absence de nouveaux antibiotiques efficaces. Aujourd’hui, des applications sont envisagées
non seulement dans le domaine médical mais aussi dentaire, vétérinaire, agricole ou

environnemental (Dublanchet, 2009).

I1.3. Principe et thérapie

Elle repose sur le traitement des infections bactériennes a partir des phages qui détruisent
la cellule bactérienne héte (Biofutur et GEEPhage, 2013). Un ensemble de phage appelé
Cocktail peut étre utilisé a cet effet (Magali, 2014). Le cocktail « Pyophage » présentant une
excellente activité contre Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa (bacille
pyocyanique), et la préparation nommée « PhagoBioDerm » associant des phages semble donner
de bons résultats. Cependant, ces cocktails sont des préparations standards et ne sont pas
forcément les plus appropriés lors d’infections graves. Dans ces derniers cas, il vaut mieux

privilégier une méthode avec des phages adaptés et donc plus virulents (Dublanchet, 2009).
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11.4. Obtention de bactériophages thérapeutiques
11.4.1. Phagotheque

Des collections de bactériophages ont été créées dés les prémices de la phagothérapie.
Les phages contenus dans ces collections sont stockés sous formes de suspensions purifiées et un
listing des bactéries sur lesquelles ils sont efficaces est tenu a jour. Le principal avantage de
telles collections est le gain de temps qu’elles offrent lors de la mise en place d’un traitement en
urgence. En effet, il n’y a plus besoin chercher dans la nature un phage efficace et de préparer a
partir de celui ci une suspension thérapeutique puisque ces étapes ont déja été faites en amont. Il
suffira juste de vérifier I’efficacité réelle du phage sur la souche du germe concerné avant de

débuter le traitement.

Bacteriophage host Number of phages
Escherichia coli 121
Klebsiella pneumoniae or Klebsiella oxytoca 95
Enterococcus faecalis or Enterococcus faecium 73
Enterobacter cloacae 48
Shigella flexneri or Shigella sonnei 39
Citrobacter freundii 38
Pseudomonas aeruginosa or Pseudomonas fluorescens 37
Salmonella enteritidis or Salmonella typhimurium 32
Stenotrophomonas maltophilia 18
Serratia marcescens or Serratia liquefaciens 17
Proteus mirabilis 17
Morganella morganii 14
Staphylococcus aureus 7
Acinetobacter baumannii 5
Burkholderia cepacia 2

Figure 08 : Composition de la phagohéque de I’ « Institute of Immunology and Experimental

Therapy » en mai 2011

Le Centre Félix d’Herelle, au Canada, est un exemple de ces phagothéques, mais les
phages qu’il propose sont destinés a la recherche, et ne sont pas utilisables pour la phagothérapie
tel quel.

En Allemagne, le « Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen »
(DSMZ) Institut de Leibniz propose également des ampoules contenant des bactériophages

déshydratés et tout un protocole pour reconstituer une suspension utilisable (Figure 08).
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Figure 09 : Ampoule contenant des bactériophages déshydratés.

D'autres suspensions dites Cocktails comportent un mélange de phages connus,
généralement actifs sur la méme bactérie ou sur des bactéries phylogéniquement proches. Ils sont
habituellement prévus pour agir contre des infections courantes et dont la bactérie habituellement

en cause est connue.

11.4.2. Préparation des suspensions phagiques
Voici succinctement les différentes étapes permettant 1’obtention des suspensions

phagiques (Dublanchet, 2009).

11.4.2.1. Propagation

Un échantillon d’eau contenant probablement le ou les phages cherchés doit étre
centrifugé puis filtré pour éliminer les bactéries étrangéres. Pour séparer les phages de ces
bactéries (et plus grosses particules), il convient d’utiliser un filtre de 0,2 micrométres. Cette
préparation contient probablement un nombre important de bactériophages différents de celui
recherché

Il faut ensuite mettre les bactériophages éventuels en présence de la bactérie pathogene,
en meélangeant la bactérie avec la préparation précédente et incuber quelques heures a 35°C
(Selon d’Hérelle, apres quelques heures, I’expérience donne un nombre de bactériophages de
trois milliards par centimétre cube (D'Hérelle, 1946).

On peut éventuellement ajouter un peu de chloroforme pour détruire les bactéries
résiduelles, cela ne dénature pas les phages. Il faut alors centrifuger puis filtrer la suspension
obtenue pour éliminer les débris bactériens.

On obtient alors une suspension contenant un nombre inconnu de bactériophages et peut-

étre méme un mélange de plusieurs variétés capables d’attaquer la méme bactérie. Il faut alors
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procéder a la purification de cette suspension afin de n’avoir plus que le phage souhaité

(Dublanchet, 2009).

11.4.2.2. Purification

Elle se fait a partir du principe qu’une plage de lyse correspond & un clone phagique. Il
suffit de diluer (de dix en dix) la préparation précédente et d’étaler les dilutions sur une gélose en
boite de Pétri. Le but est de séparer chaque élément les uns des autres. Pour cela, on ajoute a une
gélose la bactérie héte du phage en un tapis régulier. On dépose ensuite la dilution du phage sur
cette gélose. Apres vingt-quatre heures d’incubation, les bactéries se sont multipliées, créant un
tapis bactérien a travers la gélose sauf a I’endroit ou un phage était présent. A cet endroit, comme
les phages ont lysé les bactéries rencontrées, il apparait une tache vierge correspondant a une
colonie de bactériophages (Figure 09).

On peut alors adapter les phages a leur bactérie, en les remettants en suspension avec leur
cible puis en les repurifiant de nouveau. Cette étape realisée plusieurs fois (passage en serie)
permettrait d’augmenter 1’efficacité de la phagothérapie.

Il restera ensuite a éliminer les débris de bactéries restants, soit par centrifugation et

filtration, soit de préférence par chromatographie d’affinité (Abedon et al., 2011).

Figure 10 : Visualisation sur bofte de Pétri des plages de lyse (Hunt et Mcllroy. 2013).

11.4.2.3. Numération
A partir de 1’étape précédente, une fois la suspension finale obtenue, il faut de nouveau
ensemencer des boites de Pétri avec plusieurs dilutions de la suspension, et il suffira de compter

le nombre de plages de lyse sur cette boite aprés incubation. On exprime alors la concentration
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de la suspension (titre) utilisée pour I’ensemencement en UFP (Unit¢ Formant Plage) par

millilitre.

11.4.2.4. Phagogramme

Comme dans le cas d’un antibiogramme pour les antibiotiques, un « phagogramme » peut
étre réalisé pour choisir le meilleur phage (ou mélange de phages) disponible pour initier le
traitement (Figure 10).

Sa réalisation est relativement simple : il suffit de préparer une suspension par phage a
tester, dans laquelle la concentration du dit phage est connue. On ensemence alors une boite de
Pétri avec la bactérie qui nous intéresse, et on y dépose une goutte de chaque suspension de
phage.

Aprés incubation, le diamétre des plages de lyse donne une bonne idée de I’efficacité de

chacun des phages testés (Dublanchet, 2009).

Figure 11 : Resultat d'un « phagogramme » réalisé sur E. coli (Duclos, 2011).

I11. Bactériophages et Antibiotiques

Les antibiotiques sont irremplacables dans certaines situations (infections a germes
intracellulaires / infections parenchymateuses). Les phages semblent indispensables dans
d’autres situations (infections a bactéries multirésistantes aux antibiotiques).

De plus, il y aurait avantage a utiliser phages et antibiotiques concomitamment, car le
bactériophage réduit I’inoculum bactérien ce qui permet a 1’antibiotique d’agir plus efficacement
et probablement avec une pression de sélection réduite (moindre probabilité d’apparition de
résistances puisque 1’inoculum bactérien est plus faible). De plus, 1’utilisation des bactériophages
va s’accompagner d’un moindre recours aux antibiotiques. Dans la mesure ou c’est précisément

I’utilisation des antibiotiques qui fait le lit des résistances bactériennes, 1’utilisation de la
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phagothérapie doit permettre de réduire les résistances bactériennes aux antibiotiques. On le voit,

il y a un bénefice a utiliser antibiotiques et bactériophages non seulement pour leur effets

synergiques mais aussi parce que tant les antibiotiqgues que les bactériophages sont

irremplacables dans certaines situations. Antibiotiques et bactériophages ne sont donc pas

concurrents mais bien complémentaires et la phagothérapie doit étre envisagée comme une arme

supplémentaire dans 1’arsenal de la lutte contre les infections bactériennes. (Tableau I1) (Ravat

etal., 2014).

Tableau 11 : Caractéristiques respectives de la phagothérapie et de I’antibiothérapie

Bacteriophages

Antibiotiques

Tres spécifiques
(1 seule espéce bactérienne)

Non speécifiques

(y compris action sur la flore commensale)

Procédé industriel

Rapide et peu couteux

Développement industriel

Long et tres couteux

Bactérie cible

Connue ou supposée

Bactérie cible

Possiblement inconnue

Pas d’effets secondaires

Effets secondaires multiples

Limites
Bactérie intracellulaires

Infections parenchymateuses

Limites

Effets secondaires
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Conclusion

Présents dans I’ensemble des écosystémes, les bactériophages (ou phages) sont des virus
qui infectent naturellement et spécifiquement les bactéries. lls sont de ce fait incapables

d’infecter les cellules eucaryotes.

La plupart des bactéries responsables de pathologies infectieuses chez ’homme sont
couramment la proie de phages présents dans le milieu naturel. Il est ainsi aisé d’isoler des
phages actifs contre ces pathogénes, a partir d’échantillons prélevés simplement dans
’environnement (lacs, fleuves, eaux usées, matiéres fécales, etc.). A coté de cette technique
ancestrale éprouvee, les progres de la biologie moléculaire et de la bio-ingénierie font qu’ils sont
maintenant a méme de modifier génétiquement des phages naturels de fagcon a combiner

certaines caractéristiques d’intérét.

La phagothérapie n’est pas une arme thérapeutique universelle mais une alli¢e
incontournable pour le futur. Elle doit faire 1’objet d’une évaluation approfondie et rigoureuse,
unique condition a méme d’établir son champ d’activité le plus efficace et le plus sir. Face a la
progression de 1’antibiorésistance, il s’agit a ce jour de I’arme thérapeutique la plus prometteuse
de par le polymorphisme et le mode d’action de ses agents antibactériens. Par rapport aux
antibiotiques, la phagothérapie demandera un changement complet des habitudes de
prescriptions médicales avec notamment une collaboration étroite avec les laboratoires de

microbiologie.
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Résumes ,



Recherche des bactériophages lytiques dans les eaux usées et
identification de leurs bactéries hotes.

Résumé

L’objectif principal de notre étude était la mise en évidence des bactériophages dans
les eaux usees de la wilaya de Khenchela en utilisant la méthode de plages de lyse. Nous
avons aussi projeté d'identifier les différentes bactéries hotes de ces phages et d'évaluer leur
profil de résistance aux antibiotiques.

Malheureusement, avec la situation actuelle de la pandémie au COVID 19 et I'état de
confinement imposé par I'état depuis le mois de mars, la partie pratique de cette étude a été
annulée et on a été contraint de se contenter d'une recherche bibliographique sur les travaux
antérieurs ayant la méme thématique que la notre.

A partir de notre synthése bibliographique, on peut dire qu'aujourd’hui toutes nos
maladies infectieuses ne sont pas bien contrdlées par les médicaments actuels dd a
I’augmentation de la résistance aux antibiotiques. C’est pourquoi il y a un regain d’intérét
pour les bactériophages qui semblent étre un moyen prometteur de contrer ce probléeme. Les
bactériophages possedent des propriétés qui font d’eux une alternative adaptée aux traitements

d’infection bactérienne définie.

Mots clés : Bactériophages , eaux usées, phagothérapie,



Search for lytic bacteriophages in wastewater and identification of their host

bacteria.

Abstract

The main objective of our study was the detection of bacteriophages in wastewater in
the wilaya of Khenchela using the lysis plague method. We also planned to identify the
different host bacteria of these phages and to assess their antibiotic resistance profile.

Unfortunately, with the current situation of the COVID 19 pandemic and the state of
containment imposed by the state since March, the practical part of this study was canceled
and we were forced to be satisfied with a research bibliographic on previous work on the
same theme as ours.

From our review of the literature, we can say that today all our infectious diseases are
not well controlled by current drugs due to the increase in resistance to antibiotics. This is
why there is renewed interest in bacteriophages which appear to be a promising way to
counter this problem. Bacteriophages have properties that make them a suitable alternative to

treatments for defined bacterial infection.

Keywords : Bacteriophages, wastewater, phage therapy.
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