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Jnteaduction

INTRODUCTION

Les phages sont définis comme des parasites intracellulaires obligatoires et absolus qui
infectent les bactéries (Twort, 1915;d’Herelle, 1917). lls ont été découverts successivement
par Frederick W. Tworten 1915 qui observe la transformation vitreuse de certaines colonies
de Micrococcuspar un agent transmissible (Ackermann, 2003) et par Félix d'Hérelle en
1917quirapporta la lyse d’une culture liquide de Shigellaa un microbe antagoniste a la
bactérie étudiée (d'Hérelle, 1917). La nature de ce microbe était définitivement virale, n'a
toutefois été confirmée qu'en 1940, apres l'invention du microscope électronique (Pfankuch et
Kausche, 1940).

Les bactériophages sont présents partout sur la plancte et sont reconnus comme étant I’entité
acellulaire la plus abondante sur terre, ils seraient dix fois plus nombreuxque les bactéries
(Jonczyk et al., 2011).

Les bactériophages sont plus répandus dans 1’eau de mer et l'intestin des animaux, mais en
quantité plus importante dans les excréments, les boues, les eaux d'égout et le sol
(Vonlanthen, 2011). Ce dernier représentent une estimation de 10 & 10 bactéries par
gramme (Devine et al., 2003), et de80-390 x 10" virus par gramme (Williamson etal ., 2005).

Puisque les phages sont des virus facilement manipulables, leur usage potentiel pour des
applications biotechnologiques et thérapeutiques a fait 1’objet de nombreux travaux de
recherche dans les derniéres années. Ceux-ci incluent le contréle des pathogénes en tant que
conservateurs alimentaires (Coffeyet al.,2010), le traitement de certaines maladies
infectieuses humaines et animales dans le cadre d’une phagothérapie (Atterbury, 2009;
Fischetti, 2008; Kutateladze et Adamia, 2010) et le traitement des eaux usées (Witheyet al.,
2005).

Dans le cadre expérimental, une panoplie de méthodes a été appliquée pour isoler des

bacteriophages et leurs bactéries hotes a partir du sol.

Un article scientifique réalisé par Anna Krasowska et ces collaborateurs et publié en 2015
sur la base de donnés NCBI (Natinal Center for Biotechnology Information) montre comment

ce groupe de chercheurs a pu isoler les bactériophages: SUBw; SPOoc; SIO®; ARz
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Jnteaduction

spécifiques de différentes souches de la bactérie tellurique Bacillus subtilisen utilisant la
technique de double-agar. Par la suite une étude comparative en utilisant la microscopie
électronique, la PFGE et la SDS-PAGE ont été pris en considération pour les phages isolés

ainsi que pour leurs hotes.

En Algérie, et surtout au niveau du département de microbiologie de I’université des Fréres
Mentouri de Constantine, aucune recherche n’a été réalisée sur 1’isolement des bactériophages

a partir du sol.

L’objectif primordial de cette recherche était d’améliorer les techniques de détection ainsi
que d’approfondir les connaissances sur les bactériophages. Les objectifs secondaires étaient
I’isolement des phages virulents et I’identification de leurs bactéries hotes a partir d’un
échantillon de solprélevé au niveau du la willaya de Jijel,en s’appuyant sur laméthode des
plages de lyse qui vise a évaluer le pouvoir bactéricide des phages sur les bactéries isolées.
Finalement, 1’identification des isolats sensibles ou résistants a la suspension phagique par des

tests simples en jouant sur leurs caracteres phénotypiques : morphologiques et biochimiques.
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RECHERCHE BIBLIOGRAPHIQUE

1. LABIOLOGIE DES BACTERIOPHAGES
1.1. Définition d’un bactériophage

Un bactériophage (ou phage en abrégé; du grec phagein, signifiant «manger») est un
virusn’infectant que la cellule bactérienne (Madigan et Martinko, 2007).Les bactériophages,
comme tous les virus, sontdes parasites absolus.Méme s’ils possédent toute I’information
pour diriger leur reproduction dans un hote spécifique, ils n’ont pas de machinerie pour
générer de 1’énergie, ni de ribosomes pour produire des protéines. Leur multiplication dépend

donc entiérement de la présence de leur héte bactérien (Kutter et al.,2005).
1.2 Structure et morphologie des bactériophages

Les bactériophages sont de taille beaucoup plus petite que les bactéries, en génerale leur
taille varie de 20 a 300 nm (Madigan etMartinko, 2007).
La structure des virus varie selon les familles auxquelles ils appartiennent. Ils sont

structurellement composésd’(figure 01) :

e Un génome : un virus comporte toujours un génome qui est de I’ADN ou de I’ARN.
IIpeut étre monocaténaire (simple brin), bicaténaire(double brin) voire partiellement

bicaténairecontenant 1’information génétique du virus.L’acide nucléique du bactériophage est
tres fortement replié a I’intérieur de la capside.

e Une capside: c’est une boite protéique qui entoure 1’acide nucléique et
résiste aux enzymes protéolytiques. Elle est constituée par 1’assemblage, par répétition, d’une
ou quelques molécules protéiques appelés unités de structure (US). Ce polymeére de nature
protéique permet de protéger le génome.
Tous les phages possedent une capside qui peut varier en taille et en forme. Certaines sont
icosaédrales (20 faces), d’autres sont filamenteuses (Kutter et al., 2005).

e Une queue (de longeur totale de 100 nm et 8 nm de diametre pour le phage T4): est un

tube réguliérementstrié, composé d’un empilement d’anneaux ayant une  disposition
hélicoidale autour d’un axe creux. Elle constitue I’organe d’injection de I’acide nucléique

dans la cellule infectée.
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Les queues des bactériophages sont rigides ou flexibles de longueur variable peuvent étre
contractiles (T2, T4 et Mu) ou non contractiles (phage lambda) (Sozzi et al., 1982 ;Madigan
etMartinko, 2007).

Capside
contenant acide
nucléique

Gaine

Fibres dela
queue

Figure 01 : Le bactériophage et ses principales composantes, © Ecolyseinc, 2015.

1.3. Classification des bactériophages

« International Commitee on Taxonomy of Viruses », ou ICTV est un comité établi depuis
1966, qui travaille sur un systeme de classification et une nomenclature virale reconnues a
I’échelle internationale. La classification repose sur des critéres physico-chimiques : la nature
du génome (ADN ou ARN, simple ou double brin), la présence ou I’absence d’une enveloppe,

la symétrie et les particularités de la capside (figure02).

L’ordre des Caudovirales (phages d’ADN double brins de 5 a 650 kpb a queue avec une
capside) contient plus de 95 % des bactériophages qui ont été décrits ( Kutter et al., 2005).
Trois familles découlent des Caudoviraleset sont définies par le type de fibre caudale (fibres
formant la queue) présente sur le phage (figure 3). 60% des phages sont des Siphoviridaeet
possedent une longue queue flexible, 25 % sont des Myoviridaeavec une queue contractile et

15 % sont des Podoviridaeet possédent une courte queue(Sharp, 2001).

Donc L’ICTV établit 1 ordre, 3 familles, 7 sous-familles et 18 genres et 36 espéce(tableau
01) pour classer la majorité des diverses espéces de virus bactériens connus a ce jour
(Krupovic et al., 2015).

Page 4



ARNsh ADNdb

- % OO0

Coricoviridae Tecliviridae  Plasmaviridae
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]

Figure 02 :familles de bactériophages, Ackermann (2009).
ADNsb : phages a ADN simple-brin
ADNdb : phages a ADN double-brin
ARNSsb : phages a ARN simple-brin

ARNdb : phages a ARN double-brin
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Capside Icosaédrique

Plateau de fixation

Myoviridae Siphoviridae Podoviridae

Figure 03 : Morphologie des 3 familles de Caudovirales,Clokie et al (2011).
Haut : Morphologie schématique adaptee.
Bas : Morphologie observée en microscopie electronique.
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Tableau 01 : propositions de taxonomie décrivant de nouveaux taxons (genres, sous-familles, familles)

soumis a I'NCTV, Krupovic et al (2015).

Number of
New /genus Family Subfamily Type /species genus-inpluded
species
Ap22virus Myoviridae Acinetobacter virus AP22 4
Secundabvirus Myoviridae Aeromonas virus 25 S
Biquartavirus Myoviridae Aeromonas virus 44RR2 1
Agatevirus Myoviridae Bacillus virus Agate 3
B4virus Myoviridae Bacillus virus B4 S
Bastillevirus Myoviridae Bacillus virus Bastille 2
Bv431virus Myoviridae Bacillus virus Bc431 4
Cp51virus Myoviridae Bacillus virus CP51 3
Nitlvirus Myoviridae Bacillus virus NIT1 3
Wphvirus Myoviridae Bacillus virus WPh 1
Cvm10virus Myoviridae Escherichia virus CVM10 2
Kpp10virus Myoviridae Pseudomonas virus KPP10 3
Pakpunavirus Myoviridae Pseudomonas virus PAKP1 6
Rhephdvirus Myoviridae Rhizobium virus RHEph4 1
Vhmlvirus Myoviridae 3

Vibrio virus VHML
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Tglvirus Myoviridae Yersinia virus TG1 2
P100virus Myoviridae Spounavirina Listeria virus P100 1
Kayvirus Myoviridae Spounavirina Staphylococcus virus K 7
Silviavirus Myoviridae Spounavirina Staphylococcus virusRemus 2
Rb49virus Myoviridae Tevenvirinae Escherichia virus RB49 3
Rb69virus Myoviridae Tevenvirinae Escherichia virus RB69 4
Js98virus Myoviridae Tevenvirinae Escherichia virus JS98 5
Sp18virus Myoviridae Tevenvirinae Shigella virus SP18 5
S16virus Myoviridae Tevenvirinae Salmonella virus S16 2
Cc31virus Myoviridae Tevenvirinae Enterobacter virus CC31 2
Cr3virus Myoviridae Vequintavirinae (new) Cronobacter virus CR3 3
V5virus Myoviridae Vequintavirinae (new) Escherichia virus V5 4
Selvirus Myoviridae Vequintavirinae (new) Salmonella virus SE1 4
Pagevirus Podoviridae Bacillus virus Page 5
Cba41lvirus Podoviridae Cellulophaga virus Cba4l 2
GT7cvirus Podoviridae Escherichia virus G7C 8
Litlvirus Podoviridae Pseudomonas virus LIT1 3
Vp5virus Podoviridae Vibrio virus VP5 3
Kp34virus Podoviridae Autographivirina Klebsiella virus KP34 5
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Slashvirus Siphoviridae Bacillus virus Slash 4
Cbal81virus Siphoviridae Cellulophaga virus Chal8 3
Cbastvirus Siphoviridae Cellulophaga virus ST 1
Nonagvirus Siphoviridae Escherichia virus 9g 4
Seuratvirus Siphoviridae Escherichia virus Seurat 2
P70virus Siphoviridae Listeria virus P70 5
Psavirus Siphoviridae Listeria virus PSA 2
Ff47virus Siphoviridae Mycobacterium virusFf47 2
Sitaravirus Siphoviridae Paenibacillus virus Diva 5
Septima3virus Siphoviridae Pseudomonas virus 73 5
Nonanavirus Siphoviridae Salmonella virus 9NA 2
Sextaecvirus Siphoviridae Staphylococcus virus 6ec 2
Ssp2virus Siphoviridae Vibrio virus SSP002 2
Klgvirus Siphoviridae Guernseyvirinae (new) Escherichia virus K1G 4
Jerseyviru (existing) Siphoviridae Guernseyvirinae (new) Salmonella virus Jersey 6
Sp31virus Siphoviridae Guernseyvirinae (new Salmonella virus SP31 1
T1virus (existing) Siphoviridae Tunavirinae (new) Escherichia virus T1 4
Tlsvirus Siphoviridae Tunavirinae (new) Escherichia virus TLS 3
Rtpvirus Siphoviridae Tunavirinae (new) Escherichia virus Rtp 2
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1.4. La relation phage/cellule héte

Les bactériophages reconnaissent a la surface de la bactérie des récepteurs spécifiques
auxquels ils se lient puis injectent leur matériel génétique a ’intérieur de la bactérie, son
matériel genétique utilise le métabolisme de la bactérie afin de synthétiser les éléments viraux
nécessaires a la réplication des phages(Resh et Meyer, 2002; Kutter,2005).Tout d’abord,
I’adsorption du phage a son hote se faitgénéralement par I’interaction entre une protéine ou un
complexe protéique retrouvé sur le phage et un récepteur spécifique a la surface bactérienne.
L’attachement peut se faire au niveau des lipopolysaccharides, des protéines de la paroi
cellulaire, des acides téichoiques, des flagelles ou des pilis(Prescott et al., 2003). Par exemple
chez les lactophages du groupe 936(qui infectant lactococcuslactis) 1’adsorption se faitpar
uncomplexe protéique situe a I'extrémité de leur queue composé d’une protéine de liaison au
récepteur (PLR) et d’une plaque basale (Dupontet al.,2004; Sciaraet al., 2010; Spinelliet
al.,2006; Tremblay et al.,2006),par contre , chez le phage T4(figure04) le phénomeéne de la

reconnaissance repose sur l’interaction spécifique entre les fibres caudales du phage et les

polysaccharides qui composent la couche externe de la paroi des bactéries a Gram négatif
(Madigan etMartinko,2007).

Figure 04: Les phages T4 adsorbés a la surface d'Escherichia coli, vus au microscope

électronique, Baguelin (2003).
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1.5. Les mécanismes de défense de la cellule héte et la réponse du phage

Lorsque les bactéries sont en contact avec des bactériophages pour une certaine période de
temps, elles peuvent développer des mécanismes de résistance pour survivre a 1’infection par
les phages. La résistance bactérienne développée contre les phages est 10 fois plus lente a
celle développé contre les antibiotiques. Lorsqu’une résistance contre un antibiotique est
développée, il devient alors difficile de la contrdler, compte tenu que les molécules
antibiotiques sont statiques. Par contre, avec les phages, lorsqu’une résistance est crée, les
phages peuvent eux aussi développer des mécanismes de défense pour s’adapter a la
résistance bactérienne (Samson et al., 2013). La diversité des bactériophages est déterminée
donc par leur adaptation dynamique aux changements, dont la résistance bactérienne.

1.5.1. Prévention de I’adsorption

La premicére étape de 1’infection par le phage est I’adsorption a la bactérie. Cette étape se
fait lorsque les récepteurs présents sur le phage s’attachent a leurs protéines spécifiques sur la
bactérie. Les bactéries peuvent résister a I’infection en changeant la disponibilité des protéines
présentent sur leur surface, empéchant ainsi la liaison spécifique nécessaire pour 1’adhésion.
Par contre, les phages peuvent aussi modifier leurs récepteurs pour pouvoir reconnaitre un
autre type de protéines. Les bactéries peuvent faire subir une mutation aux protéines qu’elles
expriment de maniere a empécher encore une fois I’adsorption. Par contre, les phages ont la
capacité d’évoluer de maniere a reconnaitre la forme altérée de la protéine cible (Labrie et
al.,2010; Samson et al.,2013).

1 .5.2.L’antirestriction

Quand le génome du phage réussi a entrer a I’intérieur de la cellule bactérienne, il fait face
a une multitude de barriéres antivirales. Les systemes de restriction-modification (R-M), sont
trés répandus chez les bactéries. Ce systeme utilise une enzyme de restriction (endonucléase)
qui coupe I’ADN étranger a des sites spécifiques. La modification des sites de
reconnaissances sur I’ADN bactérien par les méthyltransferas(Mtase) prévient ’attaque par
ses propres enzymes (endonucléase). Pour échapper au systéme de restriction-modification,
I’ADN du phage est protégé aprés 1’invasion dans le cas ou la MTase agit rappidement et
modifie I’ADN phagique avant de reconnaissance par 1’endonucléase bactérienne, le génome

du phage modifié peut se répliquer dans la cellule hote et peut également se propager dans
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d’autres cellulesqui expriment le méme systeme R-M, par contre si le systeme R-M est
different, ’ADN phagique sera donc clivé par une autre endonucléase. Cette stratégie

s’appelle «l’antirestriction » (Samson et al., 2013).

1. 5.3.Le Systémes d’infection ratée

Le systéme d’infection ratée inhibe plusieurs étapes de la réplication du génome du phage
et contrairement aux autres systemes, il peut provoquer la mort de la cellule hote. Il existe
plusieurs systémes d’infection ratée, le systeme toxine-antitoxine fait partie de la grande
famille des systémes des infections ratées. Ce systeme provoque la mort de la cellule héte (ou
sa dormance) et est activé apres 1’infection par le phage. Le systéme est composé d’une toxine
et d’une antitoxine neutralisante qui rend la toxine inefficace lors de la croissance bactérienne
normale. Lorsque la bactérie subie un stress (comme ’infection par un phage), I’antitoxine est
dégradeée et la toxine peut induire le cycle de dormance ou la mort cellulaire. Certains phages
ont la capacité de répliquer I’antitoxine de mani¢re a empécher I’activation de la toxine et

donc empécher la dormance ou la mort bactérienne (Samsonet al.,2013).

1.5.4-Le mécanisme de défense moléculaire bactérien
a- La biologie du systeme CRISPR/Cas

Le systeme de défense bactérien CRISPR/Cas a été découvert pour la premiere fois par
Ishinoet ses collegues en 1987. C’est une équipe japonaise qui travaillait sur la bactérie

Escherichia coli.

Le systeme CRISPR-Cas est un mécanisme de défense contre les phages et les plasmides
invasifs, en intégrant des fragments de génes étrangers au sein de chromosomes archées ou
bactériens, il confére une résistance aux phages et aux plasmides. Il s'agit donc d'une forme de
systeme immunitaire héritable par transmission aux cellules filles, permettant aux archées et
aux bactéries de faire face au changement rapide des phages et des plasmides, mais leur
fonction n'a pas été confirmée jusqu'en 2007 par Barrangou et ses collégues, qui ont démontré
que Streptococcus thermophilus peut acquérir une résistance contre un bactériophage en
intégrant un fragment génomique d'un virus infectieux dans son locus CRISPR (Barrangou et
al., 2007).
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Les CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats), un acronyme
anglais pour « courtes répétitions en palindrome regroupées et régulierement espacées ». Ce
sont des familles de séquences répétees caractéristiques chez les procaryotes. Les séquences
nucléotidiques et la longueur des locus CRISPR sont conservées pour une méme espéce, mais
varient d'une espece a l'autre. Une telle famille se caractérise par des séries de répétitions
directes, courtes (de 21 a 37 paires de bases), régulierement espacees par des séquences
appelées « spacer », généralement uniques, de 20 a 40 paires de bases (Mojicaet al., 2005)
Les chercheurs rapportent que les spacers proviennent vraisemblablement d'éléments
génétiques étrangers qui ne sont pas faites d’ADN d’origine bactérienne. Les locus CRISPR
sont généralement adjacents aux genes cas (pour « CRISPR associated ») (John et al., 2014),
ils sont séparés par une séquence de 300 a 500 paires de bases, appelée séquence « leader »
(figure 05).

A CRISPR Locus
| Spacers I

A BN

CAS Genes Leader \ \ / /l

I Repeats

A CRISPR Array

Figure 05: Caractéristiques du locus CRISPR dans I'organisme procaryote, Bangalore
(2014).

b- Le fonctionnement des systemes CRISPR

Les systemes CRISPR utilisent les génes casl et cas2 qui sont impliqués dans

I’intégration, en tant que spacer, de fragments de génes étrangers dans le CRISPR.

Trois types de mécanismes du systeme CRISPR ont été identifiés, dont le type Il est le plus
étudié. Dans ce cas, I'ADN de virus ou de plasmides envahissant est coupé en petits fragments
et incorporeé a des endroits bien précis dans un locus CRISPR au milieu d'une série de courtes
répétitions (d’environ 20 pb). Les loci sont transcrits et les transcriptions sont ensuite traitées
pour produire des petits ARN (crRNA - CRISPR ARN), dont la maturation de ces crARN

dépend d'un ARN trans-activateur (tracrRNA). Les crARNserrontutilisés pour guider les
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endonucléases effectrices qui ciblent l'invasion d’/ADN suit @ une complémentarité des

séquences (figure 06).

direct repeats

tracrRNA
~ 7/ ]
Cas9 Cast Casz2 CsnZ2 spacers
l 1. pre-crRNA transcription
pre-crRNA — —

f 2. maturation by RNase3 & unknown nuclease(s)

mature crRNA 3. target protOSpacerM r:eg;fg‘;
recog nition DS B
Cas9
processed
tracrRNA

Figure 06 : Le mécanisme de CRISPER-Cas type Il chez Streptococcus pyogenes.
© 2013 Broad Institut

Une protéine cas9 (également connu sous le nom Csnl), a été montrée par plusieurs
expériences d'étre un acteur clé dans certains systemes CRISPR (en particulier les systemes
CRISPRde type Il).Le mécanisme CRISPR de type Il comparé a d'autres systemes de
CRISPR reconnait lacas9comme la seule protéine nécessaire pour le silencage génique. Dans
les systémes de type Il, cas9 participe au traitement des crRNAs (Deltcheva et al.,2011), et

elle est responsable de la destruction de I'ADN cible (Jinek et al., 2012).

Pour obtenir la reconnaissance et le clivage d'ADN spécifique de site, cas9 doit étre a la
fois complexée avec une crRNA et séparée de ’activation du trans-crRNA (tracrRNA ou
trRNA), qui est partiellement complémentaire a la crRNA(Jinek et al.,2012). Le tracrRNA est
nécessaire pour la maturation des crRNA a partir d'un transcrit primaire codant pour plusieurs

pré-crRNAs. Cela se produit en présence de RNase Il et cas9 (Deltcheva et al.,2011).

La destruction de I'ADN cible double brin s’effectue au niveau des sites définis par une
séquence cible de 20 nucleotides (DSB= double strand breaks) a l'intérieur d'un transcrit
crRNA associé (Jinek et al.,2012).
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L'activité endonucléase double brin de la protéine cas9 exige également une courte
séquence conservée, (2-5) connue sous le nom Proto spacer Associated Motif (PAM) (des
petits fragments d’ADN exogénes provenant de phages ou de plasmides intégrés dans le

génome entre les séquences répétées et servent de mémoire aux bactéries).
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Figure 07 : Le mécanisme de CRISPER-cas9.© 2016 System Biosciences

c-L’intérét du systéme CRISPR

En 2007, des chercheurs dulaitier industriel danois Danisco découvrent que lorsque les
bactéries qu'ils utilisent pour fabriquer des yaourts et des fromages ont des séquences

CRISPR, elles survivent mieux aux infections virales.

Depuis 1’an 2010, Le systeme CRISPR-Cas9 est devenu un outil de génie génétique
révolutionnaire permettant de modifier plus facilement et plus précisément les séquences
d’ADN. Si cela peut a terme permettre d'éliminer certaines maladies, deux ans plus tard, des
équipes du monde entier se sont approprié CRISPR-Cas9 pour modifier le génome de
nombreux types de cellules, tant chez les bactéries que chez les plantes ou chez les animaux,

cet outil qui peut également s'appliquer sur des cellules héréditaires.

En 2014, cette technologie a franchi deux nouvelles étapes importantes. D'abord, elle s'est
réveélée utilisable sur des primates. En suite elle a permis de corriger des maladies genétiques

in vivo sur des souris.

Le systeme CRISPER-cas est caractérisée par sa simplicité et sa rapidité :En effet, pour se

lier a I'ADN cible, ses nucléases concurrentes nécessitent la fabrication de fragments
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protéiques sur mesure pour chaque géne ciblé, une opération trés complexe, notamment a
cause de la longueur des fragments protéiques a créer, avec une peériode longue. Tandis
gu'avec CRISPR-Cas9, il suffit de fabriquer de petits ARN, une technique déja utilisée en
routine dans certains laboratoires de recherche pour faire synthétiser telle ou telle protéine
dans une cellule, ou pour perturber le fonctionnement de génes. Et en utilisant plusieurs ARN
guides, diverses équipes ont tres facilement réussi a cibler plusieurs genes a la fois, y compris

des genes appartenant a des cellules humaines(Braly, 2015).

Le tableau 02résume lesmécanismes de défense développés par les bactériophages d’un coté

et par la cellule héte d’un autre cote.

Tableau 02 : La résistance bactérienne en fonction des étapes du cycle réplicatif viral et

L’adaptation des bactériophages en revanche (Saussereau, 2012).

Mécanisme de résistance de la Mécanisme de contournement du
bactérie bactériophage

- production d’inhibiteurs compétitifs

s’attachant aux adhésines des - diversification des adhésines

bactériophages. présentes sur les fibres du
Adsorption | - modification de la structure des bactériophage.

récepteurs de surface. - production de lyase oud’ hydrolase

- production de protéines masquant dégradant les exopolysaccharides.

les récepteurs bactériens.

- production d’enzymes permettant la

, . . Meéthylation de I’ ADN viral ainsi non
- dégradation de I’ADN viral

ANA H reconnu.
Penetration | on,vmatique, CRISPR-Cas).

- mutation des motifs conservés

reconnus par les systemes CRIPSR-Cas.

Réplication | - clivage des ARN. - systéme de réparation.
Assemblage | - infection « abortive ». - production d’inhibiteur d’enzymes
/ . . -
Libération | lyse prématurée. Bactériennes.
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1.6. Stabilité des bactériophages face aux conditions physico-chimiques du milieu

La stabilité des phages et leur survie peuvent étre influencées par plusieurs facteurs, qu’ils
soient chimiques ou physiques. Certains scientifiques proposent aussi un lien entre la
morphologie de certains phages et leur capacité de survie dans différentes conditions. Ils ont
démontré que les phages avec une plus grosse capside (100 nm) ont une meilleure capacité
d’adaptation a différents milieux que ceux ayant une capside plus petite (60 nm) (Jonczyk et
al., 2011).

La température joue un role fondamental pour I’attachement du phage a la bactérie, la
pénétration, la multiplication et peut influencer la durée du cycle latent (lysogénie) des
phages. De maniere générale, des températures plus basses que les températures optimales
peuvent diminuer la quantité de matériel génétique qui est injecté dans les bactéries alors que
des températures plus élevées rallongent le cycle de latence (Jonczyk et al., 2011).

Les phages sont stables, dans la plupart des cas a un pH de 5 a 8. On rapporte certaines
espéces qui survivent a un pH de 3 ou 4. Généralement, la concentration du phage va
décroitre lentement en méme temps que le pH. Par exemple, le phage du S. aureus a été
diminué de deux logs entre 4 et 6 heures de temps lorsque le pH passait de 6,19 a 5,38. La
prolifération de plusieurs phages est altérée lorsque le pH est inférieur a 4,5. Le phage T4 est
instable a un pH plus bas que 5 alors que le phage PM2 perd complétement son activité apres
une heure dans une solution a un pH de 5 & 37 °C (Ly-Chatain, 2014).

Les phages sont aussi sensibles aux agents dénaturants les protéines comme 1’urée et
I’uréthane, mais le degré d’inactivation du phage dépend aussi de la concentration et de la

température de ces agents (Kutter etSulakvelidze,2005).

De maniere générale, tous les phages sont sensibles aux rayons UV, spécifiquement ceux
de la gamme du 260 nm (UVC) ainsi que les ultraviolets lointains (122- 200nm). En plus des
rayons solaires, les agents mutagenes, comme 1’acide nitrique et les UV inactivent les phages

et peuvent induire le cycle lytique chez les phages lysogénes (Kutter etSulakvelidze, 2005).

1.7 Cycle de vie des bactériophages
Les bactériophages se caractérisent par une interaction directe et obligatoire avec les
bactéries qu’ils infectent, il existe deux types de phages nommés selon leur type de cycle

d’infection: les phages lytiques et les phages lysogéniques. Chaque type de reproduction dure
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environ 30 minutes et produit de 50 a 1000 nouveaux bactériophages (Resh et Meyer, 2002;
Kutter et al., 2005).

1.7.1. L’infection lytique des phages virulents

Le processus infectieux d’un bactériophage lytique débute par sa fixation sur un motif
(cible) spécifique situé a la surface de la bactérie hte (Figure 08). On reconnait un certain
nombre d’étapes :

a- L’adsorption spécifique

La rencontre d’un phage et d’une bactérie se fait au hasard et sa probabilité dépend du
nombre de bactéries et de phages. Le phage se fixe sur des récepteurs spécifiques de la
bactérie présents soit sur la paroi (lipo-polysaccharide, protéines, acides téchoiques), sur la
membrane cellulaire, sur les flagelles, ou sur les pilis communs ou sexuels, tres rapidement
les autres fibres se fixent sur le récepteur ce qui arrime solidement le phage a la bactérie et
permet la mise en contact de la plaque terminale avec la paroi bactérienne. Pour que
I'adsorption soit possible, il faut que les récepteurs phagiques et bactériens présentent une
étroite specificité 1'un envers l'autre. Une bactérie n'est donc sensible qu'a un nombre limité de

phages et un phage n'est capable d'infecter qu'un nombre restreint de bactéries (Drouji,2009).

b-Pénétration du génome phagique dans la bactérie

La pénétration est variable selon les phages. Certains d'entre eux pénétrent en totalité dans
la bactérie et I'acide nucléique n'est libéré qu'aprés son désintégration de la capside. Pour

d'autres bactériophages, seul I'acide nucléique pénétre dans la cellule.

Dans le cas des Myoviridae, le lysozyme présent au niveau de la plaque terminale provoque
une destruction du peptidoglycane et une perforation de la paroi. De maniere concomitante, le
contact entre la plaque terminale et la paroi provoque la contraction des anneaux protéiques
de la gaine contractile ce qui conduit a une pénétration du canal central dans la bactérie.
L'ADN double brin présent dans la téte du phage transite dans le tube central creux et il est

injecteé dans le cytoplasme bactérien (Drouji,2009).
¢ -L’expression du génome viral

La multiplication nécessite l'expression du génome injecté qui va détourner la machinerie de

biosynthése de la cellule héte pour la synthése des acides nucléiques viraux et de protéines
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nécessaires pour assembler les progénitures virales.

Les phages avec des génomes de petit ADN (ont la capacité limitée de codage) utilisent
L'ADN et I'ARN polymérases de la cellule héte pour la réplication et la transcription de
I'’ADN, alors que les phages avec génomes de large ADN (et, par conséquent, une plus grande
capacité de codage), généralement encodent L'ADN et I'ARN Polymérases de phage.

Les phages a ARN encodent 1°ARN-polymérase par un ARN-dépendent (aussi appelé
réplicase ou transcriptase) pour la réplication et la transcription d’ARN du phage.

Il n'y a pas de régulation temporelle de I'expression des genes pour les phages de petits
génomes: la quasi-totalité des genes du phage commence a étre transcrite et traduite peu apres
I'injection, ces génes continuent a étre exprimes tout au long de l'infection.

En revanche, la multiplication des phages ayant les génomes de large ADN exige la
régulation temporelle de la synthése de macromolécules du phage qui sont produites
habituellement pendant les trois phases: la synthése des produits précoces, la synthése de la
progéniture d’ADN du virus e enfin la synthése des produits tardifs.

Les produits précoces codent I'ADN, I'ARN et les protéines de synthése de 1’héte et
adaptent un mécanisme cellulaire de biosynthese de phages qui commence par la réplication
de I'ADN phagiques. Les produits des génes tardifs codent pour des produits necessaires pour

I'assemblage des progeénitures du phage (Drouji, 2009).

d- L'Assemblage des progénitures du phage

L'assemblage est un phénoméne complexe, il existe trois "chaines de montage™ spécialisées

dans l'assemblage de la téte, la queue et les fibres (Drouji,2009).

e- La lyse de la bactérie

La plupart des phages néoformés nécessite la lyse bactérienne. Dans ces cas, un produit de
gene de virus est produit et hydrolyse progressivement le peptidoglycane de la cellule hote,
affaiblissant ainsi suffisamment la cellule et une pression osmotique interne peut
éventuellement provoquer la lyse cellulaire.

L’exception de libération par ce mécanisme est les phages filamenteux, qui sont libérés par
extrusion a travers les membranes cellulaires, et les phages mycoplasmiques, qui sont libérés

par bourgeonnement a travers les cellules de I'nGte. Les infections productives conduisent a la
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libération de 20 a 1000 phages par cellule infectée, en fonction des conditions de la croissance
cellulaire (Drouji, 2009).

Figure 08 : Cycle de réplication d’un bactériophage, Caron (1990).

1.7.2 L’infection lysogéniques et les phages tempérés

La différence majeure entre un phage tempéré et un phage lytique réside dans le fait que le
phage tempéré a la capacité d’intégrer son genome a celui de son hote, de rester ainsi
«silencieux»et de se multiplier avec lui (cycle lysogéniques) (figure 09).

Ces phages tempérés, encore appelés « prophages », sont copiés a chaque division
cellulaire avec 1I’ensemble de I’ADN appartenant a la bactérie hote, jusqu’au moment ou, sous
I’influence de certains stimuli (comme les UV, par exemple), le génome du phage s’excise.
Dés lors, le phage « libéré » entame un cycle complet a I’instar des phages strictement
Iytiques, c‘est au moment de cette excision que le phage tempéré est capable «d’emprunter »
de maniere aléatoire une partie du génome de son héte pour infecter des hétes
phylogénétiqguement proches.
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L’analyse (par séquencage) des génomes bactériens permet d’observer I’importance de

I’impact des bactériophages tempérés dans la nature sur 1’évolution bactérienne.

Les phages tempérés ne représentent qu’une faible partie (environ 10%) des phages

actuellement connus présents dans la nature (Dublanchet, 2008).
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1.8. Ecologie des bacteriophages
a- Habitats

Les virus en genéral et les bactériophages (virus de bactéries) en particulier constituent
I'un des groupes d'organismes les plus abondants en nombre d'individus dans la biosphére
(Berghet al., 1989 ; Wommack et Colwell, 2000) avec une estimation de 10%-10* phages
(Sulakvelidze, 2011).

Dans l'eau de mer et d'eau douce, ils se produisent & des densités allant jusqu'a 2,5 x
108 phagess M1 €t sont en moyenne 10 fois plus abondant que leurs hotes bactériens (Ashelfordet
al.,2003). On estime que le nombre de phages infectant des bactéries dans des
environnements aquatiques approche de 10 millions particules par ml, soit au moins 10 fois
plus que les cellules bactérienne (Berghet al.,1989; Wommack et Colwell, 2000). Dans les
sédiments le nombre de virus bactériens est plus élevé que dans I'eau et des chiffres de 2x 10°

ml-! ont été enregistrés (Borsheim,1993).

Les phages sont des commensaux normaux de I’humain que 1’on retrouve fréquemment
dans le tractus gastro-intestinal, I'intestin des animaux, sur la peau, dans les urines et dans la
bouche. Ce sont les prédateurs naturels des bactéries. Mais en quantité plus importante dans
les excréments, les boues,les eaux d'égout et le sol (environ 108phages/g de sol) (Vonlanthen,
2011).

Les bactériophages jouent donc un réle primordial dans la balance microbienne de tous les

écosystemes (Kutteret al., 2005).

b-Impact des cycles lytiques

La lyse des bactéries par les bactériophages est massive : les bactériophages seraient
responsables de 10 a 50% de la mortalité des bactéries des systemes aquatiques (Fuhrmanet
al.,2003). Compte tenu de I’importance numérique des populations bactériennes,cette

prédation a un effet capital sur les communautés microscopiques et macroscopigues.

La lyse induit la dispersion des débris cellulaires dans le milieu marin, ce qui participe a la
circulation des nutriments dans la chaine alimentaire. Cela a aussi un impact sur la géochimie
locale, suite aux propriétés chimiques et physiques des éléments dispersés. Par exemple, la
lyse par les virus conduit a la libération de sulfure de diméthyle (DMS), ce qui pourrait avoir

une influence significative sur le climat. Le DMS est a 1’origine de 1’odeur caractéristique de

Page 23



Rechevchie Bitliagraphigue

I’air marin, mais au-dela de ses propriétés aromatiques, il exerce également un effet
refroidissant sur le climat. Une fois oxydées dans 1’atmospheére, les molécules de DMS
forment un brouillard d’aérosols et participent a la formation de nuages. Ceux-Ci agissent
comme de véritables ombrelles en empéchant la pénétration d'une partie des rayons du soleil,
limitant ainsi le réchauffement du globe.Pour résumer, les bactériophages par leur cycle
Iytique, modifient la dynamique des populations bactériennes en libérant de nombreux
nutriments dans I’environnement, en induisant de forts goulots d’étranglements, et en
contribuant & la génération et au maintien d’une importante diversité d’espéces (Fuhrman,
1999).

1.9. Les domaines d’application des bactériophages

Les phages sont déja présents et actifs dans la nature, ils sont donc relativement faciles a
isoler, leur production est simple, rapide et peu codteuse. Ils ont été découverts il y a prés de
100 ans et la problématique de la résistance bactérienne aux antibiotiques est venue raviver
I’intérét de la communauté scientifique pour ces dernieres années, que ce soit dans le domaine
agroalimentaire, vétérinaire ou sanitaire.

-En médecine humaine

Les bactériophages ont été largement utilisés dans le passé pour lutter contre les bactéries
pathogénes dans de trés nombreuses infections bactériennes. llsont utilisés avec succes pour
traiter des maladies de peau dues au Staphylococcus sp.et aussi pour traiter la dysenterie

bacillaire, le choléra, la fievre typhoide etles autres salmonelloses.

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, particuliéerement 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,

Klebsiellapneumoniae et Escherichia coli (Pirisi, 2000).

- Application 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 dans la recherche sur les phages (Adhyaet al.,2014). Une expérience faite par
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Smith et Huggins dans les années 80 a démontré I’efficacité d’une suspension de phage
administrée de maniére intramusculaire a des souris qui avait été 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 été donnés aux souris. Ce méme groupe de
recherche a utilisé les phages pour prévenir la diarrhée causée par E.coli chez des veaux, des

porcelets et des agneaux (Witteboleet al., 2014).

- Utilisation en génie génétique

Les phages sont utilisés de multiples maniéres en biologie moléculaire. lls sont utilisés
comme vecteurs de clonage pour insérer de I'ADN dans les bactéries. La méthode du phage
display est une méthode qui permet la sélection d'un peptide grace a sa présentation sur la
surface de phages. Le phage display est une technique permettant la construction de banques
d’ADN ou d'’ADN complémentaire. Les deux principaux phages utilisés dans cette technique
sont les phages M13 (phage filamenteux) et lambda qui infectent tous les deux E. Coli.(Smith,
1985 ; Souriau et al.,1998).

- Utilisation de I’enzyme lytique comme agent thérapeutique

L’enzyme lytique est utilisée par les bactériophages pour décomposer la paroi cellulaire
des bactéries lors de son cycle d’infection et pourrait avoir le potentiel d’étre utilis¢é comme
agent thérapeutique (O’ Flaherty et al.,2009). Le mécanisme d’action de I’enzyme lytique est
I’hydrolyse des quatre plus importants liens chimiques du peptidoglycane, créant ainsi des
trous dans la membrane, qui sont mortels pour la bactérie (Gandham, 2015). Au niveau
expérimental, les enzymes lytiques des bactériophages sont aussi étudiées  contre
Enterococcusfaecaliset les autres espéces d’entérocoques. EC300 est une enzyme qui a été
développé pour éliminer les bactéries E. faecalis dans des conditions idéales de croissance.
Les résultats démontrent une efficacité de I’enzyme EC300 contre une variété de souches d’E.
faecalis, incluant des souches résistantes aux antibiotiques (Proengaet al.,2015). L utilisation
des enzymes lytiqgues comme agent thérapeutique est de plus en plus étudiée et des résultats

concluants semblent ressortir de ces études.

- En agroalimentaire

Le controle des pathogénes qui sont présents sur les fruits et les légumes est d’un

grandintérét, car ces aliments ne sont habituellement pas transformés de maniére a tuer ces
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pathogénes. Plusieurs études ont démontré ’efficacité des phages pour I’élimination des
pathogénes sur les aliments préts a étre consommé. Citons comme exemple 1’utilisation de
phage contreCampylobacter.jejuni sur la peau de poulets conservés a 4 °C et a -20 °C. Une
diminution d’un facteur de 10 a été observée chez les poulets a 4 °C et une diminution de 2,5
log a été mesurée chez les poulets a -20 °C (Atterburyet al.,2003). Un autre aspect important
dans le domaine agroalimentaire est la durée de conservation des aliments. L’utilisation des
phages a aussi éte étudiée dans ce contexte. Greer etDilts (2002) ont su faire augmenter la
durée de conservation du porc de 4 a 8 jours en utilisant des phages anti-
Brochothrixthermosphacta. Dans une autre étude, 1’utilisation d’un cocktail de coliphages a
su diminuer, voir éliminer, les bactéries E. coli 0157 :H7 sur les viandes (Tomatet
al.,2013).Le « Center for Disease Control and Prévention » aux Etats-Unis a décrété que
Listeria monocytogenes, Salmonella, Escherichia.coli et Campylobacter.jejunisont les

principaux pathogeénes responsables des déces d’origine alimentaire (Mahonyet al., 2011).

- Utilisation pour le controle des biofilms

Les bactériophages ont été considérés comme des agents de controle les biofilms. Les
enzymes presents sur les phages ont la capacité de dégrader les exopolysaccharides des
biofilms, les rendant alors plus perméables et empéchant alors leur développement.Par contre,
I’effet des phages sur les biofilms déja formés est plutot faible.Cela est di au fait que les
phages sont tres spécifiques quant aux récepteurs bactériens avec lesquels ils interagissent et
si ces derniers ont été modifiés en raison de la formation du biofilm, ils ne pourront infecter
les bactéries présentes dans ces biofilms (Azizianet al.,2013). Dans une étude de Sillankorva
et al (2004), une diminution de 85 % de la masse du biofilms composé de P. fluorescens a
été étudiée aprés un traitement avec le phage ®S1 (O'Flahertyet al.,2009). Les bactériophages
appliqués contre les biofilms associés se sont révélés tres efficaces, en particulier les phages
CP8 et CP 30 (Scottet al., 2007; Siringanet al.,2011).

- Les bactériophages pour une décontamination sélective
Les bacteriophages utilises comme « désinfectants » spécifiques naturels, par leur action
ciblée, pourraient réduire la transmission des infections nosocomiales tout en limitant I’impact

sur les surfaces de travail, les instruments ainsi que sur les patients et le personnel hospitalier.
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2. LAPHAGOTHERAPIE
2.1. Définition de la phagothérapie

La phagothérapie est I'utilisation de bactériophages lytiques afin de traiter certaines
maladies infectieuses d’origine bactérienne. Ce traitement a été largement utilisé dans le
monde avant la découverte des antibiotiques. Si elle a été progressivement abandonnée par les
pays occidentaux séduits par les avantages de 1’antibiothérapie, la phagothérapie traditionnelle
est toujours employée et développée dans les pays de l'ancienne Union Soviétique
(Dublanchet, 2009).

2.2. Histoire de la phagothérapie

La naissance de la phagothérapie est indissolublement liée a la découverte des
bactériophages. En 1915, Félix d’Hérelle a suivi des cas de dysenterie bacillaire. Il a observé
des taches claires sur des cultures bactériennes a la surface de la gélose. En 1917, une note a
été présentée a 1’Académie des Sciences: « sur un microbe invisible antagoniste des bacilles
dysentériques ». D’Hérelle appela ce microbe : « bactériophage » (Dublanchet et Fruciano,
2008). En 1921 une premiére administration humaine de phage a été réalisée a 1’hopital des
Enfants-Malades de Paris, chez des patients atteints de dysenterie (Shigella). Leur état
s’améliora des 24h apres le traitement. En 1927, Félix d’Hérelle traita 74 malades de cholera
asiatiques, et obtient un taux de mortalité de 8% (contre 63% de mortalité chez les patients

controlés par des anti-biotiques) (Summers , 1999).

A Paris « le laboratoire du bactériophage », ainsi que d’autres instituts dans le monde (Inde,
Géorgie) dans les années 30 ont été créés pour commercialiser des préparations de phages
dirigées contre les maladies infectieuses courantes (sinusites, infections de blessures, et
infections intestinales). On constate cependant que de trés nombreuses solutions de phages

manquent d’efficacité (Dublanchet, 2007).

A I’hopital d’état de Thilissi en Géorgie, on a traité et on traite encore des patients a
I’aide de la phagothérapie, non seulement pour soigner les maladies bénignes de 1’enfant
(otite, angine...), mais aussi pour soulager des malades porteur d’infections locales sévéres
(grands brilés, infections aux staphylocoques au niveau d’une plaie de jambe, plaies a

I’estomac...) induites par des bactéries parfois multirésistantes. Dans ces derniers cas, il
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semblerait que la phagothérapie soit le traitement de dernier recours, quand toutes les

antibiothérapies ont échouées (Lindalee, 2005).

2.3. Relation phage-antibiotique

L’association de certains antibiotiques avec certains phages est éventuellement synergique.
La synergie entre un phage et un antibiotique en l'occurence entre bactériophage- pénicilline
sur le Staphylococcusaureusont été soulignés par une communication de Neter dés 1944
(Neter , Clark,1944) et confirmés par Himmelweit 1’année suivante (Himmelweit, 1945). Et
constatée par de nombreux articles publiés en francais jusque dans les années 60 a I'Institut
Pasteur de Paris (série de 8 articles parus entre 1947 et 1951 sous le titre général :
Antibiotiques et lyse bactériophagique) et en Roumanie ou encore en Russie, heureusement
maintenant traduits (Kutateladze, Adamia, 2010). Devant les résultats encourageants,
MacNeal a analysé cette combinaison non seulement sur des staphylocoques mais aussi sur
des streptocoques et le colibacille tant in vitro qu’in vivo. Tous ces travaux décrivaient des
synergies plus ou moins importantes. Mais précisons que cette synergie est propre a chaque

couple phage-antibiotique.

En 2008, une équipe francaise a présenté une observation fortuite qui a été faite sur les
boites d’un antibiogramme pratiqué directement a partir de ’urine d’un patient infecté par
Escherichia coli, des images de lyse (plages claires) sont apparues en périphérie de certains
disques d’antibiotique. En présence de différents bactériophages lytiques pour la méme
souche bactérienne, une synergie (baptisée PAS, pour Phage-Antibiotic-Synergy) a été
observée avec des béta-lactamines(aztréoname et céfixime) et des quinolones, mais pas avec

la gentamycine ni la tétracycline (Comeau et al.,2008).

Il vient d’étre montré que des antibiotiques eux mémes sont capables de mobiliser les
phages lysogenes (prophages) portés par des souches de Staphylococcus aureuset de
Pseudomonas aeruginosa. En présence de certains antibiotiques (acide fusidic, tobramycine,
ciprofloxacine, cotrimoxazole, erythromycine, rifampicine et imipenem) mais aussi dans
d’autres conditions de stress auxquelles elles sont soumises, des bactéries sont capables de
mobiliser par induction des prophages et par conséquent de favoriser la transmission de génes
exprimant des facteurs pathogénes indésirables (toxine, virulence, résistance) (Rolain et al.,
2009).
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2.4. Les avantages et les inconvenants de la thérapie phagique et de I’antibiothérapie

Tableau 03 : Les avantages et les inconvenants de la thérapie phagique et de I’antibiothérapie

(Dublanchet, 2014)

PHAGOTHERAPIE

ANTIBIOTHERAPIE

Mode d’action et
pharmacologie

Les phages se multiplient au foyer
infectieux, disparaissent avec les
bactéries. Une dose unique est
théoriquement suffisante.

Le cycle de reproduction est variable
selon le phage, la pharmacocinétique
est mal connuea®ations

limitées aux foyers accessibles
localisés (plaies).

Les antibiotiques (ATB) sont
métabolisés in vivo et ont une
diffusion variable selon les tissues
La pharmacocinétique est bien
connue MMPles ATB les

modes d’administrations (dose,

rythme, durée) sont précises.

Spécificité

Un phage ne s’attaque qu’a I’espéce
bactérienne pathogéne ciblée -

respect des flores commensales.

Un antibiotique a large spectre est
actif sur plusieurs especes
bactériennesnmspect des
flores commensales (diarrhée,

mycoses).

Effets secondaires

Rareté des effets secondaires (fiévre,
céphalée) si la suspension phagiques

est purifiée.

Nombreux effets secondaires
(rénaux, cardiaques, digestifs,
allergiques, neurologiques,

tendineux, ...).

Impact

environnemental

1. Peu de risque si les phages sont
naturels.
2. Risque existant avec des phages

modifiés génétiqguement.

Risques d’autant plus important que
les spectres d’ATB sot larges et leur
emploi massif (utilisation dans

I’¢levage).

Efficacité

1. L’efficacité est prouvée dans de
nombreuses études expérimentales
animales.

2. Les études expérimentales

humaines récentes rigoureuses rares

1. L’efficacité est reconnue si les
indications sont bien posees.

2. Echec si la bactérie est méconnue
et/ou résistante.

3. Les études expérimentales.
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Matéviel Et Methodes

MATERIEL ET METHODES

1- I’échantillonnage
» Le prélevement d'échantillons du sol

Le prélevement a été réalisé au niveau de la willaya de Jijel, I’ échantillon ont été préléves le
16/04/2016 & 10h55 & une température du 29 C.

Avant le prélevement les cing premiers centimétresde la couche superficielle du sol ont été
écartés ainsi que les gros débris (pierres,racines, etc.). On été prélevea I’aide d’une petite
spatule stérile dans la couche sous-jacente (entre 5 et 15 cm de profondeur) 400 a 500 g de
terre,( Pochon et Tardieux, 1962).

L’échantillon a eté distribué dans des flacons en verre transparents stériles, en laissant un
volume d’air d’environ 1/10 du volume du flacon et transportés le plus rapidement possible au
laboratoire dans des conditions isothermes de 4'C et manipulé le méme jour du prélévement.

Avant Iutilisation les échantillons un tamisage a été effectué pour homogénéiser 1” échantillon (figure10).

Figurel0 : Tamisage du sol (sec).

Page 31



Matéviel Et Methodes

2. La filtration

Dans un bécher, 200g sont déposés de sol et un volume de 400 ml ade tampons SM (annexel)
a été ajoute, melanger bien et laisse au repose pendant 1h pour la sédimentation de sol
(figurell). La suspension a été filtré par la méthode de filtration sur membrane a 1’aide d’un
systeme de filtration de 1litre (Wheaton, USA), muni d’une pompe a vide (figurell) et en
utilisant une membrane filtrante stériles de 0,45um (filtre stérile, Wattman, Germany), dont
les pores peuvent retenir les cellules bactériennes et les débris cellulaires et laissant passer les
phages.La suspension phagique (le filtrat) a été conservée a 4°C dans des bouteilles stériles
de100 ml.

Figure 11 : Les étapes de préparation de I’échantillon avec la filtration par le systeme
de filtration. (Wheaton. USA)
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3. La flore totale aérobie mésophile (FTAM)

Pour évaluer la charge microbienne du premier échantillon, la membrane filtrante de
0,45um qui a été utilisée pour sa filtration a été immédiatement et aseptiquement déposée sur
le milieu LB (LauriaBertani) (annexel) coulé et solidifie au préalable dans des boites de Pétri

a diametre réduit, ensuite incubé a 30°C pendant 48 a 72h.

La deuxiéme méthode consiste a préparer une suspension mere (SM) a partir de 1g de sol
mélangé avec 9 ml d’cau distillée stérile. La suspension subit une agitation par un vortex. Une
série de dilution décimale de 10 jusqu'a 10™on été réalisé a partir de cette suspension mére.
Un volume de 100 ul de chaque dilution décimale successive a été étale en duplicata a la
surface de milieu gélosé LB. Pour chaque dilution deux répétitions ont été effectuées, les

boites sont directement incubées a 37°C pendant 24h.

4. La purification et la conservation des souches isolées

Afin d’obtenir des souches pures, les différentes colonies sont repiquées et ensemencer par
stries en appliquant la méthode d’isolement classique des trois cadrans (figure 12) sur gélose
LB, puis incubée pendant 24 h a 37°C. La pureté des souches est controlée par des examens
microscopiques directs apres chaque repiquage, les colonies purifiées sont conservées sur

gélose inclinée. Les tubes sont en suit placés dans le réfrigérateur a 4°C.

Figure 12 : La technique des cadrans
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5. La technique de spot test

Cette technique a été réalisée a partir de 100 ul d’une culture bactérienne pure étalés sur une
gélose LB, et laissés sechées. Une quantité de 100 ul de la suspension phagique a été filtrée
par des filtre stérile (0,22jum) avant d’étre déposée sur la culture bactérienne dans le centre de
la gélose(Figure 13). L’incubation se fait pendant 24 h a 37°C. La présence d’un spot clair
indique la présence d’une activité lytique. Cette technique a été répétée au moins deux fois
pour confirmer les résultats obtenus. Les résultats positifs ont été confirmés par la technique
des plages de lyse (Shirling et Speer., 1967).

Figure 13 : La technique de spot test

6. La technique des plages de lyse

Un volume (X1) de culture bactérienne (S4) en phase de croissance exponentielle a été
mélangé avec un volume (X2) de la suspension phagique et un volume (X3) de chlorure de
calcium a été ajouté le tous a été additionné au bouillon Lauria Bertani (Annexe 1) dansdes
Erlenmeyer (figure 14). L’incubation se fait a 37°C pendant 16 h sous agitation dans

unincubateur-agitateur a 220 rpm.

Aprés D’incubation, le mélange récupéré a été distribué dans des tubes Eppendorf et

centrifugés a 3000 rpm pendant 10 min (centrifugeuse 5415R, Germany).Aprés la
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centrifugation,sont transféré 100uldu surnageant dans des tubes a essai contenant 4ml de la
gélose LB semi-molle (0.7% agar) conservée en surfusion a 45°C. Ce melange a été

homogénéisé avec précaution et couler rapidement sur un gélose LB solidifiée pour former
une mince couche supérieure.

Apreés solidification, les boites ont été incubées a 37°C pendant 24h. L'apparition ou I'absence

des plages de lyse claire dans le tapis bactérienne a été observé. (Marthar et al., 2009)

Figure 14 :La suspension phagique mise en contact avec la bactérie testée

7. L’identification phénotypique des isolats

Les quatres isolatsobtenus a partir de 1’échantillon de sol prélevé au niveau du la willaya de

Jijel ont été identifiésen s’appuyant sur 1’étude de leurs caractéres phénotypiques
:morphologiques et biochimiques.

7.1. Les tests morphologiques

Il a été effectué par des examens microscopiques aprés coloration de Gramen utilisant le
microscope optique(Optec) avec caméra intégrée (Canon).
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7.2. Les tests biochimiques
» Test de catalase :

Une goutte d’eau oxygénée a été déposéesur une lame stérile,et une colonie bien isolée a

été diluée. Le dégagement de bulles de gaz signifie la présence de la catalase.

> Test de I’oxydase :

Un disque d’oxydase a été placésur une lame bien propreet une colonie bactérienne a été
déposée avec une pipette pasteurstérilisée au préalable. Au bout de 30 secondesl’apparition
d’une coloration violettesignifieque la bactérie est pourvue d’un cytochrome
oxydase.L’absence de la coloration violette signifieque la bactérie est dépourvue de cette

enzyme respiratoire.

» Milieu mannitol-mobilité :

Ce milieu permet de rechercher simultanément la mobilité, et I’utilisation du mannitol.
L’ensemencement se fait par piqure centrale aprés incubation a 37°C pendant 24h. Un virage
de I’indicateur rouge de phénol vers le jaune signifie que la bactérie fermente le sucre
mannitol,et la formation de voile au niveau de la piqure central démontre que cette souche

diffusent dans tout le milieu donc elle est mobile.

> Milieu TSI :

Le milieu TSI(Triple Sugarlron Agar, Institut Pasteur Algérie) a été utilisé pour la
fermentation de trois sucres : lactose, glucose et saccharose ainsi la production de gaz et
production de I’H2S, le milieu TSI a été ensemencé par des stries sur la pente et par une
piqure centrale dans le culotet incubé a 37°C pendant 24h. Le résultat positif se manifeste

par un virage de couleur de rouge brun vers le jaune, et des bulles d’air a I’intérieur de la

gélose, et noircissement.
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> Milieu bouillon nitraté :

Le milieua été ensemencé par quelques gouttes de suspension bactérienne etincubé a 37°C
pendant 24h. Aprés 1’incubation le réactif nitratede réductase Olet 02a été ajoute (la nitrate
réductase est une enzyme qui catalyse la réaction de réduction des nitrates en nitrites). Si il y a
changement de couleur jaune vers le rouge indique que la bactérie posséde une nitrate-
réductase qui est capable de réduire les nitrates jusqu’au stade nitrites. L’absence de
coloration rouge ne signifie pas obligatoirement que la bactérie testée ne possede pas de
nitrates-réductaseen ajoutant la poudre de zinc qui est un composé capable de réduire les ions
nitrates en ions nitrites. L apparition d’une teinte rouge indique la formation d’ions nitrites

par ’action du zinc.

» Test de KOH :
Le but de cette méthode est de déterminer rapidement si une bactérie est gram positive ou
négative sans passer par les étapes de coloration habituelles et sans utiliser un microscope. Il
suffit de mettre en contact (sur une lame pour microscope) une colonie isolée avec une goutte
d'une solution de KOH 3 % et mélange a l'aide d'une pipette pasteur. Le mélange a été tire
vers le haut, si un filament se forme entre la pipette et la lame, la colonie isolée est
alorsconstituée de bactéries gram négatives. Si rien n'est entrainé par la pipette, les bactéries

sont gram positives(Buckl ,1982).

> La Galerie API 20E:

La Galerie APl 20E est un systeme pour l'identification des Enterobacteriaceae et autres
bacilles a Gram négatif, comprenant 20 tests biochimiques. Les quatre isolats ont été
identifiés par la galerie APl 20E (Biomerieux, SA., Marcy-L’¢étoile, Fance). La galerie API

20E comporte 20 microtubes contenant des substrats déshydratés.

Les galeries on été préparés selon les instructions de Biomerieux. Les microtubesont été
inoculés avec une suspension bactérienne (trouble correspondant au tube 0,5 de 1’échelle Mc

Farland) qui reconstitue les tests.

Ensemencement de la suspension bactérienne dans chaque microtubea laide d’une
micropipette ou la pointe de I’embout est appuyée sur le coté intérieur pour éviter 1a

formation de bulles. Les microtubes des tests ADH, LDC, ODC, H,S et URE ont été remplis
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par la suspension puis recouvrir d’huile de paraffine alors que les microtubes CIT, VP et GEL

ont été remplis par I’inoculum jusqu’a la cupule.

Les réactions produites pendant la période de 24 h d'incubation a 37°C se traduisent par des
virages colorés spontanés ou révelés par l'addition de réactifs. Les résultats des réactions
obtenues sont notés sur une fiche de résultats standards. La lecture des résultats obtenus fait
référence au tableau de lecture de la galerie miniaturisée API 20E (annexe2).

Le tableau de lecture permet, donc, de déterminer les résultats positifs ou négatifs de tous les
tests, et par conséquent, de déterminer le code de la bactérie étudiée. Les tests sont, d’ailleurs,
regroupés en groupe de 3, et une valeur (1, 2 ou 4) est indiquée pour chacun. Les nombres
correspondants aux tests positifs sont additionnés a I’intérieur de chaque groupe. Puis, un

nombre de sept chiffres qui sert de code d’identification est obtenue.

Le code de la bactérie, composé des sept chiffres, est déterminé a I’aide du tableau

d’identification ou de lecture.

» Le profil de résistance des souches étudiées :
Un antibiogramme a été réalisé afin de tester la sensibilité ou la résistance des isolats vis-a-vis
de plusieurs types d’antibiotiques connus. Une culture bactérienne a été ensemencée a la
surface d’une gélose LB. Les pastilles imbibées d'antibiotiques (disques) sont déposés a la
surface de la gelose. Aprés incubation a 37°C pendant 24h, trois types d'interprétations

peuvent étre créé selon le diamétre de la zone d’inhibition.
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RESULTATS ET DISCUSSION

Le sol est un ensemble complexe de composants minéraux et organique (humus). C'est
également un écosystéme ou vivent des communautés hétérogeénes d’organismes vivants qui

sont devenus menaces par la pollution.

La pollution du sol peut étre d’origine industrielle (le pétrole et ses dérivés) ou agricole
(engrais, insecticides et pesticides) ce qui entraine la présence de nombreuses molécules
xénobiotiques qui peuvent affecter la flore microbienne du sol (Van der Perk, 2006).

Le sol peut étre 1’origine de différentes infections bactériennes ou virales comme les
Bacillus anthracis ; une affection qui touche aussi bien I'animal que I'nomme. En effet,
Bacillus anthracis dépendrait entierement de la sporulation pour sa vie dans le milieu
extérieure. Toutefois, la forme végétative de cette bactéries serait capable pour certain de se

multiplier dans le sol (Dromigny, 2009).

L’isolement de bactériophages spécifiques a ces bactéries pathogénes a partir du sol peut

constituer le premier pas dans le traitement de ces infections via une phagothérapie.

Les virus dont les bactériophages adherent aux particules du sol. Dans la plupart des
environnements, plus de 90% des virus sont adsorbés a la matrice tellurique, les facteurs
influencantle degré d'adsorption comprennent : la force ionique, la composition du sol, le pH,
la teneur en matiéres organiques, la teneur en eau et les caractéristiques physiques du virus
(Lee, 2008).

Il'y a peu de connaissances et de recherches qui décrivent la facon par laquelle la matrice
du sol affecte I'interaction phage / héte ainsi que sa relation avec la quantité et I'activité du
bactériophage dans le sol (Lee, 2008).

L’analyse de la flore totale aérobie mésophile de I’échantillon prélevé a partir du sol qui a
été réalisé au niveau de wilaya de jijel a été basée principalement sur le dénombrement.
Les résultats du dénombrement apres la série des dilutions décimales sont résumés dans le

tableau suivant :
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Tableau 04: Dénombrement de la flore totale aérobie mésophile (FTAM)

Dilutions 10" 10 10° 10*
Nombre

de IND IND 83 UFC/g

colonies

UFC/g

dillution

IND :indénombrable

D’aprés les résultats du dénombrement on trouve que la charge microbienne diminue en
fonction de I’augmentation de la dilution. Pour une dilution de 102 les germes étaient
indénombrables mais au-dela de cette dilution on a trouvé une charge de 83 UFC/g
correspondante & la dilution 10, Donc le dénombrement était possible. On considére que les

colonies sont dénombrables si leur nombre est compris entre 30 et 300 UFC/g.

Aprés I’isolement et la purification des quatres souches a partir de 1’échantillon du sol. ainsi
que la filtration de la suspension phagique, par des filtre stérile (0,22um), la détection des
phages a été réalisée par un « Spot-test ». Les résultats étaient négatifs, sauf pour 1’isolat
numéro quatre qui été sensible par I’apparition de petit zone d’inhibition sur le spot
(figurelb).

Pour confirmer le résultat, la présence d’un phage lytique, le test de plage de lyse a été

effectué en utilisant le souche numéro quatre comme bactérie hote.

L’apparition des plages de lyse aprés la mise en contact de la souche quatre isolats avec la

suspension phagique issue de la filtration de 1’échantillon du sol s’est révélée négative.
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Figurel5: L apparition de petite zone d’inhibition sur le spot (S4)

On peut se référer aux points suivants pour justifier cet échec dans la détection du

bactériophage :

- Ashelford et ces collaborateur sont démontré que le comptage direct des bactériophages
réalisé avec microscopie électronique a épifluorescence est tres élevé et que les phages sont
trés abondants dans I'eau de mer et I'eau douce. Ils se produisent a des densités allant jusqu'a
2,5 x 108 ml-1,par apport a la densité phagique dans les sédiments qui est plus élevé par
rapport a I'eau, et compte jusqu'a 2 x 109 ml-1 mais difficile a détecter.
- Ashelfordet al. (2003) a indiqué que les antibiotiques en particulier les antibiotiques béta-
lactamines peuvent augmenter la production de phage.
- La suspension phagique ne contient pas de phage a cycle lytique.
- Le temps d’incubation de la suspension phagique + la culture bactérienne n’est pas suffisant
pour qu’il y ait une adsorption du phage sur la paroi cellulaire de ces bactéries (1’absence de
récepteurs spécifiques sur 1’hote).
- Les souches ne sont pas sensibles au bactériophage.
- Certaines souches isolées développent une immunité via le systétme CRISPR/Cas décrit
précédemment ou par le systeme restriction-modification qui génére des coupures ciblant
I’ ADN phagique double brin.

Afin d’arriver a la caractérisation phénotypique des souches bactériennes isolées, le
passage par une variété de tests a été indispensable, commengant d’abord par les tests
définissants les caractéres morphologiques des souches (S1-S3-S4-S5) sont représentés dans

le tableau suivant :
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Tableau 05: Les résultats de 1’étude morphologique des souches isolées.

Souches S1 S3 S4 S5
Gram + + + +
KOH - - - -

Mannitol - - - +
mobilité - - - +
Aspect et Filamenteuse Bacilles Cocci en Bacille fins
mode de amas

regroupement

(+) : résultat positif (-) : résultat négatif.

Les quatres souches isolées sont dans leur majorité des bacilles et une seule souche
filamenteuse, mobiles et immobiles a Gram positif. Ces souches ne font pas partie de la
famille des Enterobacteriaceae qui sont des bacilles ou des coccobacilles a Gram négatif,
mobiles ou immobiles, anaérobies facultatifs, oxydase négatif, catalase positif et asporulées.

La lecture des résultats sur milieu mannitol-mobilité a montré que les souches 1, 3,et 4
n’ont pas la capacité de fermenter le sucre mannitol alors que la souche5ont la capacité de
fermenter le sucre mannitol a 37°C, cela se traduit par le virage de 1’indicateur coloré (rouge
de phénol) du rouge vers le jaune due a la production d’acides, la formation de voile au
niveau de la piqure central démontre que cette souche est diffusée dans tout le milieu elle est

mobile.

La recherche de catalase et de l'oxydase sont des criteres plus discriminatifs et plus

employés pour l'identification des souches isolées (tableau 06).

Pour le test de catalase, la réaction a été considérée positive si elle se traduit par un
dégagement gazeux (figure 16). La fonction principale de cette enzyme dans les cellules est

de prévenir l'accumulation de niveaux toxiques de peroxyde d'hydrogéne (H,O;) formé
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comme sous produit de processus métaboliques. Elle catalyse la conversion du peroxyde
d'’hydrogéne en eau et en oxygene qui se dégage selon :
H20:2 20+ 1/2 O2

Catalase

Figurel6 : Réaction catalase positive

Pour le test d'oxydase, la réaction a été considérée positive (figure 17) apres la détection
d’un virage rapide de I’incolore vers le violet. Cette enzyme est présente dans certaines
chaines respiratoires bactériennes. Cette recherche consiste & mettre en évidence la capacité
de la bactérie testée a oxyder la forme réduite incolore de dérivés méthylés du paraphényléne

diamine, en leur forme oxydée semi quinonique rose violacé.

Figure 17 : Réaction oxydase positive (S5).

Sur le milieu sélectif TSI pas de croissance des souchesl, 3 ,4, et 5 donc il n'y a pas d’un

changement de la couleur de I’indicateur coloré du milieu du rouge-brun vers le jaune cela est
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du a une baisse de pH suite a la production d'acide. Les bactéries sont donc saccharose et/ou
Lactose(-), Glucose(-), une absence de noircissement signifie la non production d’H2S, ainsi

qu’une déformation de la gélose affirme la production de gaz.

Tableau 06: Reésultats des tests biochimiques.

Tests/Souches S1 S3 S4 S5
Catalase + + + +
Oxydase - + - +

TSI - - - -

Ces souches a Gram positif n’ont pas pu étre identifiées par la galerie biochimique API20E
destinée principalement a I’identification des bacilles a Gram négatif, mais leurs résultats
biochimiques obtenus a partir de I’ensemencement des milieux hydratés ont été pris en

considération dans le tableau suivant :

Tableau 07: Les résultats des milieux hydratés les souches & Gram positif.

Souches S1 S3 S4 S5
ONPG - + + +
ADH - - - -
LDC - - - +
oDC - - - -
CIT - + - -
H,S - - - -
URE - - - -
TDA - - - -
IND - - - -
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VP - - + +
GEL + + + +
GLU + + - +
MAN - - - -

INO - - - -
SOR - - - -
RHA - - + -
SAC - - - +
MEL - - - -
AMY - + + +
ARA - - + -
NO?2 + + + -

N2 - - - +
MOB - - - +
McC / / / /

(+) : présence du caractére étudié (-) : absence du caractere étudié

[ :test non fait

En revenant au résultat de la coloration de Gram de la souche S1 (figure 18) et selon les
résultats des tests biochimiques (catalase positive, oxydase négative), et selon les résultats
positifs des tests GEL, GLU, NO; (figurel9), et morphologiques (filamenteuse) ont été

identifiées comme genre Nocardia.

Le genre Nocardia est distribué partout dans le monde, il est présent dans I'environnement :
I'eau douce et salée, les plantes et les tissus animaux et sol, sont des réservoirs de cette
bactérie (Inamadar et Palit, 2003). Les infections nocardiales chez I’hummain se manifestent
principalement: par la forme pulmonaire est causée par l'inhalation de la bactérie dans la

poussiere (Ryan et al, 2004 Murray et al, 2007).
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Figure 18: L’observation microscopique (X100) apres coloration de Gram de la souche

S1,Gram (+) filamenteuse.
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Figure 19:Résultat de l'identification de l'isolat S1 .

La souche S3a Gram positif (figure 20) sous forme bacillaire, avec catalase positive,
oxydase positive, et selon les résultats positifs des tests OPNG, CIT, GEL, GLU, NO; (figure
21) et critéres s’appliquent au genre Bacillus.

Les Bacillus sont des genre hétérotrophes, saprophytes et ubiquitaires. Elles sont
fréquemment retrouvées dans le sol ou certaines espéces ont un rdle dans le cycle du carbone
et de l'azote (Jacobsen et al, 2014). On peut trouver des Bacillus dans des denrées
alimentaires. Certains types de genre Bacillus sont nocives pour les humains, de plantes ou d'
autres organismes. Par exemple, B. cereus provoque parfois la détérioration des aliments en
conserve et une intoxication alimentaire, et pour les humains B. anthracis provoquant
la maladie du charbon (Pathol,2003). Ces bactéries sont capables de produire des endospores
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leur permettant de résister a des conditions environnementales défavorables. Le bactérium et
aussi sensible aux antibiotiques telle que la pénicilline G en particulie .Mais peut etre lyseé par

le phage gamma (Dromigny, 2009).

Figure 20:L’observation microscopique (X100) apres coloration de Gram de la souche
S3,Gram (+) bacilles.
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Figure 21:Résultat de I'identification de l'isolat S3.

La soucheS4représente des cocci en amas & Gram positif (figure 22), catalase positive,
oxydase négative, et selon les résultats positifs des tests OPNG, VP, GEL, NO, (figure 23) et

des critéres applicables au genre Staphylococcus.

Staphylococcus sont considéré comme des agents pathogenes de I' homme et d' autres

mammiféres (Michael Otto,2009), résponsable d’un grand nombre d’infections nosocomiales,
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sont fréeguemment retrouvées dans I'environnement (eaux non-traitées, sols, objets souillés).

Ce genre résiste a de multiples antibiotiques (Baron, 1996).

. &

4

Figure22: L’observation microscopique (X100) apres coloration de Gram de la souche

S4,Gram (-)cocci en amas.
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Figure 23: Résultat de I'identification de I'isolat S4.

La souche S5 représente des bacilles fins a Gram positif (figure 24), avec catalase
positive, oxydase positive, et selon les résultats positifs des tests OPNG, VP, GEL, GLU, N,
(figure 25) ces critéres s’appliquent a I’un du genre Mycobactérium.

Le genre Mycobacterium se trouve dans la nature ou elle vie en saprophytes, elles se
comportent soit en commensales soit en pathogene sont chez I'nomme et les animaux. Cette

genre sont lysée par le phages ( L5-like viruses ) (Lucas et al, 2008).
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Figure 24: L’observation microscopique (X100) apreés coloration de Gram de la souche
S5,Gram (-) bacilles fins.

Figure 25 : Résultat de I'identification de l'isolat S5 .

L’antibiogramme

Un antibiogramme est une méthode d’analyse qui détermine la concentration minimale
d’inhibition (CMI) de la croissance bactérienne face a un ou plusieurs antibiotiques (sont des
molécules possédant la propriété de tuer ou de limiter la propagation des bactéries).

Le principe de [I’antibiogramme consiste a placer plusieurs pastilles imbibées
d'antibiotiques (disques d’une dose connue) sur une culture bactérienne qui a été ensemencée
a la surface d’une gélose Luira Bertani. Aprés I’incubation en créant une zone d’inhibition.
Les différents diametres d’inhibition en les comparants avec les valeurs de références
permettent de définir la catégorie de la souche étudiée. En s’appuyant sur ce principe la
mesure de diametre de chaque zone d’inhibition autour de chaque disque d’antibiotique a été

évaluée par mm, a été pris en considération dans le tableau suivant :
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Tableau08: Les résultats de lecture d’antibiogramme des souches isolées.

Souches/ATB S1 S3 S4 S5
AMX 19 18 Ab 20
PiP 20 15 Ab 20
CTX 16 Ab Ab 11
IPM 38 28 Ab 31
AN 13 20 Ab 13
PT 24 25 Ab 26
C 24 20 Ab 21
AMC 20 16 Ab 19
SP 29 20 Ab 15
CS 10 Ab Ab 9
SPT 14 13 Ab 14
RA 15 12 Ab 15
K 22 30 Ab 23

abs : absence d’une zone inhibitrice

D’aprés les résultats obtenus et en comparant les valeurs mesurées avec les diameétres
critiques, on peut classer les souches bactériennes selon leurs diamétres d’inhibition (figure

26) pour chaque antibiotique en trois catégories bien définis (tableau 09).

Page 50



Resultats et Discussion

Diametre

Figure 26: Les catégories cliniques S, I, R selon les valeurs critiques
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Trois catégories cliniques ont été retenues pour l'interprétation des tests de sensibilité in

vitro : Sensible (S), Résistante (R) et Intermédiaire (1).

Tableau09: Les profils de résistance des souches caractérisées.

Souches/ATB

S1

S3

(02)
IS

AMX

PiP

CTX

IPM

AN

PT

C

AMC

SP

CS

QO X ™| MW ™| W O | W U
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SPT R R R R
RA I R R |
K S S R S
R : la souche est Résistante S : la souche est Sensible | : la souche est Intermédiaire

Les souches catégorisées R sont celles pour Les quelles la probabilité de succes
thérapeutique est forte, c’est I’exemple de la souche Slqui a été identifiée comme qui selon

les références s’est révélée sensible almipinem (figure 27).

Figure 27:L’antibiogramme de la souche Nocardia (S1).

Les souches catégorisées S sont celles pour les quelles il existe une forte probabilité d'échec
thérapeutique quels que soient le type de traitement et la dose d'antibiotique utilisée prenant
I’exemple de la souche S4 qu’est identifiée comme Staphylococcus., une des bactéries
opportunistes les plus résistantes aux tous les antibiotiques a été décrite dans cette étude
(figure 28).
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Figure 28:L’antibiogramme de la souche Staphylococcus (S4).

Les souches catégorisées | sont celles pour lesquelles le succes thérapeutique est
imprévisible. C’est I’exemple de la souche S5 qui a été identifiée comme, elle a une certaine

sensibilité auximipéném, pristinamycine, kanamycine(figure 29).

Figure 29:L’antibiogramme de la souche Mycobactérium (S5).
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Conclusion et Perspectives

Cette étude préliminaire portée sur la recherche des bactériophages a permis d’isoler des
souches bactériennes a partir d’un échantillon du sol prélevé au niveau de la wilaya de jijel.
Plusieurs repiquages ont été appliqués pour purifier ces bactéries etles utiliser, par la suite

pour le criblage de bactériophages.

Les souches testées ne sont pas sensibles aux bactériophages suite a I’application du spot
test et la technique des plages de lyse.

Pour détecter les phages a partir du sol, la technique de plage de lyse doit étre amélioré en
jouant sur la composition du milieu de culture ; remplacer I’agar par 1’agarose (car 1’agar peut
inhiber la formation des plages), et aussi en prenant en considération la température et le pH
du milieu réactionnel. Répéter la technique plusieurs fois en effectuant des échantillonnages
qui s’étalent pendant toute 1’année.

Des techniques avancées comme la microscopie électronique, la PFGE, la SDS-PAGE et
le séquencage génomique par RT-PCR devraient étre utilisées afin de détecter et dénombrer

les phages directement a partir du sol, et aussi les identifier.

Les résultats de cette étude révelent d’abord la diversité des souches a Gram positif qui
n’ont pas été identifiées jusqu’a ’espece, cela exige des techniques particulieres comme les
galeries API spécifiques aux Gram positif et les techniques d’identification génotypiques

comme le séquencage de I’ADNTr 16S.

L’application d’un antibiogramme a été réalisée pour tester la sensibilité ou la résistance
des isolats vis-a-vis de plusieurs types d’antibiotiques et selon lequel les bactéries ont éte
divisées en trois catégories différentes : résistantes, intermédiaires ou sensibles. Pour
connaitre le profil complet de chaque souche, autres antibiotiques de la nouvelle génération

doivent étre testes sur chaque isolat.
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ANNEXES 1

1. MILIEUX DE CULTURE (g/L)2. TAMPON

Luria (bouillon) Tampon SM
Peptone.........oooeviiiiiiiii 10g 100 mMNacCl

Extrait de levure...........................50 10 mM Tris HCI, pH : 7.4
NaCL.oooeee e, 5¢ 10 mM MgSO4
CaCl2.....cooiiiiiiiiiiii, 0.369 Eau distillée ................... 1L
pH: 7,2 pH: 7,0

LuriaBertani Solide 3. REACTIFS
Peptone (tryptone)..................... 10g-Nitrate réductase (NR)

Extrait de levure ........................ 5gNit1; Nit2
NaCl...oooiiiii e, 59 - Voges-Proskauer
CaCl2.....oeeeeeeeeeee 0,36g VP1 ; VP2

AZAT oot 15¢g - Kovacs

pH: 7,2

Peptone (tryptone)..................... 10g
Extraitde levure ......................... 59
NaClo.ooooii 59
CaCl2... .., 0,369
AGAT L.t 7,50
pH: 7,2
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Auneres

TABLEAU DE LECTURE DE LA GALERIE MINIATURISEE API 20E

Lectura directe ou indirecte

Résultat

Microtube |  Substrat: | Caractérerecherché: | Révélateur A Résultat +
Test(sinecessaire)
ONPG = Orho- | ®
owe | Niophen | Bet2 Lecture directe -~ 8
Calactoside | galactosidase v
ADH | Arginine Arginine Dihydrolase | Rouge S
LDC | Lysine Lysine Décarboxylase | de Lecture directe
QDC | Omithine Ornithine Décarbosxylase| Phénal \
F
oy | ciats Utlisationducitrate | mar || acture directe [~ 8
.
Thiosulfate de . : -
Hs sodium Production d'H;S Lecture directe i
= =
, Rouge d 0
URE | Urée Uréase U0 B8 1 L ecture directe ]
— Phénol
— Lecture indirecte s 1
TOA | Tryptophane dljyptup dne Ajouter une goutte de réactf "~
Balifase chlorure de fer |l |
Trvotooh Lecture indirecte
IND | Tryptophane yptop alse 0 Ajouter une goutte de réactf
production d'indole Kovacs
o Lecture indirecte |
Pyruvate de production d'acétoine ,
VP - T hdroxybutanane Ajouter 1 goutte de VP1 et
sodum (Fhytroy VP2 Attendre 10 minutes ,
[GEY [ Gélatine gelatinase Lecture directe
GLUa i |
iy | Subetl Utlisation de substrats |
_ | carbone carbonés (glucides) | BT Lecture directs
oymogranme | (0lUCIde)
. | ecture indirecte
NO, N, | Nitrates (NOy) | Nitrate réductase Ajouter 1 goutte de NITH et

12 et zinc éventyallament
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RESUME

Les phages sont présents partout sur la planéte et sontplus répandus en quantité plus

importante dans les excréments, les boues, les eaux d'égout et le sol.

L’objectif de cette étude était 1’isolement des bactériophages et I’identification de leurs
bactéries hotes a partir d’un échantillon de sol qui a été realise au niveau de wilaya de Jijel.
La sensibilité des isolats a la suspension phagique a été testée par : la technique de spot test et

les plages de lyse.

A partir de cette recherche, et d’aprés les résultats obtenus, aucune souche ne s’est révélée

sensible a un phage.

Les résultats des tests phénotypiques montrent que tous les isolats sont des Gram positifs,
identifiées comme :Nocardia pour S1,Bacillus pour S3, Staphylococcus pour S4,
Mycobactérium pour S5. Selon les résultats de 1’antibiogramme des souches hautement
résistantes ont ét¢ mises en évidence comme la souche S4 d’autres souches ont été sensibles
aux ATB comme la soucheS1. Des souches ont une sensibilité intermédiaire aux ATB
notamment la souche S5.

Les techniques de la microscopie électronique et les techniques de la biologie
moléculaireavec toutes ces techniques (spot test, plage de lyse) est nécessaire pour identifier

le bactériophage ainsi que leur bactérie hote.

Les mots clés : Bactériophage, sol, wilaya de Jijel, spot test, plages de lyse, antibiogramme,

Nocardia, Bacillus, Staphylococcus,Mycobactérium.
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Astract

ABSTRACT

Phages are present throughout on the planet and are more prevalent in larger amounts in the

feces, sludge, sewage and soil.

The objective of this study was the isolation of bacteriophages and identifying their host
bacteria from a sample of soil was achieved at wilaya of Jijel. The sensitivity of the isolates to

the phage suspension was tested by the technique of spot test and the lysis plaques.
From this research, and the results obtained, no strain was susceptible to phage.

The results of the phenotypic tests show that all isolates are gram positive, identified as:
Nocardia for S1, S3 Bacillus, Staphylococcus to S4, S5 to Mycobacterium. According to the
results of the susceptibility of highly resistant strains have been identified as the S4 strain
with other strains were susceptible to ATB as the strain S1. Strains have an intermediate

sensitivity to ATB particular strain S5.

Electron microscopy techniques and molecular biology techniques with all of these
techniques (spot test, lysis range) is needed to identify the bacteriophage and their host

bacterium.

Keywords: bacteriophage, ground, wilaya of Jijel, spot test, lysis plaque, susceptibility,
Nocardia, Bacillus, Staphylococcus, Mycobacterium.
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Résumé

Les phages sont présents partout sur la planéte et sontplus répandus en quantité plus importante dans
les excréments, les boues, les eaux d'égout et le sol.

L’objectif de cette étude était I’isolement des bactériophages et 1’identification de leurs bactéries hotes
a partir d’un échantillon de sol qui a été réalisé au niveau de wilaya de Jijel. La sensibilité des isolats a
la suspension phagique a été testée par : la technique de spot test et les plages de lyse.

A partir de cette recherche, et d’aprés les résultats obtenus, aucune souche ne s’est révélée sensible a un
phage.

Les résultats des tests phénotypiques montrent que tous les isolats sont des Gram positifs, identifies
comme :Nocardia pour S1, Bacillus pour S3, Staphylococcus pour S4, Mycobactérium pour S5. Selon
les résultats de I’antibiogramme des souches hautement résistantes ont été¢ mises en évidence comme la
souche S4 d’autres souches ont été sensibles aux ATB comme la soucheS1. Des souches ont une
sensibilité intermédiaire aux ATB notamment la souche S5.

Les techniques de la microscopie électronique et les techniques de la biologie moléculaireavec toutes
ces techniques (spot test, plage de lyse) est nécessaire pour identifier le bactériophage ainsi que leur

bactérie hote.
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Staphylococcus,Mycobactérium.
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