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Abstract

The increasing prevalence of multidrug-resistant (MDR) bacteria and the declining
effectiveness of antibiotics represent a major public health challenge. In this context,
bacteriophages have emerged as a promising alternative due to their ability to specifically
infect bacterial hosts. The aim of this study was to isolate bacteriophages from environmental

samples and evaluate their antibacterial activity against multidrug-resistant bacterial strains.

Phage isolation was performed using the double-layer agar technique, and phage activity was
assessed by phagogram analysis. The results revealed the presence of lytic bacteriophages
active against Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, and Proteus mirabilis, whereas no
activity was observed against the other tested strains. Although the phagogram did not reveal

visible lysis zones, the double-layer agar method confirmed the presence of active phages.

These findings highlight the potential of bacteriophages as antibacterial agents and provide
promising prospects for the future development of innovative therapeutic approaches aimed
at complementing and strengthening current strategies for combating infections caused by

multidrug-resistant bacteria.

Keywords: multidrug-resistant bacteria; bacteriophages; phage therapy; lytic activity.



Résumé

L’augmentation des bactéries multirésistantes (BMR) et la diminution de D’efficacité des
antibiotiques constituent un défi majeur pour la santé publique. Dans ce contexte, les
bactériophages apparaissent comme une alternative prometteuse grace a leur capacité a
infecter spécifiquement les bactéries. Ce travail avait pour objectif d’isoler des
bactériophages a partir d’échantillons environnementaux et d’évaluer leur activité

antibactérienne contre des souches bactériennes multirésistantes.

L’isolement phagique a été réalisé par la technique de double couche agar et I’activité des
phages a été évaluée par phagogramme. Les résultats ont révélé la présence de bactériophages
Iytiques actifs contre Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae et Proteus mirabilis, tandis
qu’aucune activit¢ n’a ¢été observée contre les autres souches testées.
Bien que le phagogramme n’ait montré aucune zone de lyse, la méthode de la double couche

a confirmé la présence de phages actifs.

Ces résultats mettent en eévidence le potentiel des bactériophages comme agents
antibactériens et ouvrent des perspectives intéressantes pour le développement futur
d’approches thérapeutiques innovantes visant a compléter ou a renforcer les stratégies

actuelles de lutte contre les infections causées par les bactéries multirésistantes.

Mots-clés : Bactéries multirésistantes, bactériophages, phagothérapie, activité lytique.
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Introduction

L’antibiorésistance constitue aujourd’hui I’'une des plus grandes menaces pour la
santé publique mondiale. L’émergence et la dissémination de bactéries multirésistantes
(BMR) compromettent I’efficacité des antibiotiques, longtemps considérés comme la pierre
angulaire du traitement des infections bactériennes. Cette situation est particuliérement
préoccupante dans les établissements de santé, ou les infections nosocomiales causées par des
bactéries telles qu’Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii,
Pseudomonas aeruginosa ou encore Staphylococcus aureus sont de plus en plus difficiles a
traiter en raison de leur résistance a plusieurs familles d’antibiotiques (OMS, 2024).
L’augmentation continue de ces résistances réduit les options thérapeutiques disponibles,
entraine une inefficacité croissante des traitements et contribue a 1’augmentation de la

morbidité, et la mortalité (Murray et al., 2022; Ho et al., 2025).

Face a ce probleme de santé mondiale, la recherche de solutions alternatives ou
complémentaires aux antibiotiques est devenue une nécessité. Parmi les approches les plus
prometteuses figurent les bactériophages, ou phages, des virus capables d’infecter
spécifiqguement les bactéries. Découverts au début du XXe siécle, les bactériophages sont
considérés comme les entités biologiques les plus abondantes de la biosphere ( Clokie et al.,
2011). Ils sont présents dans une grande diversit¢ d’environnements, notamment les eaux
usées, les sols, les eaux naturelles, les sources thermales ainsi que le microbiote humain et
animal. Grace a leur capacité a infecter et a lyser spécifiquement certaines bactéries, les
phages suscitent un intérét croissant comme agents de biocontr6le et comme alternative

potentielle dans la lutte contre les bactéries multirésistantes (Kortright et al., 2019).

L’exploration des écosysteémes naturels a la recherche de nouveaux bactériophages constitue
ainsi une étape essentielle pour identifier des phages capables de cibler efficacement les
bactéries pathogenes résistantes. Les différents milieux environnementaux représentent des
réservoirs potentiels de diversité phagique encore insuffisamment explorés et susceptibles

d’abriter des phages présentant un intérét thérapeutique.

C’est dans ce contexte que s’inscrit la présente étude ; I’objectif principal de notre travail est
d’isoler des bactériophages a partir de différents écosystémes de I’Ouest algérien, notamment
les eaux usées, 1’eau thermale et le sol, puis d’évaluer leur activité antibactérienne vis-a-vis

d’une collection de souches bactériennes cliniques multirésistantes.



Introduction

Ce travail vise ainsi a contribuer & la valorisation des ressources phagiques locales et a
explorer le potentiel des bactériophages environnementaux comme alternative aux
antibiotiques contre des bactéries pour lesquelles les options thérapeutiques deviennent de

plus en plus limitées.
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Chapitre 01

Les bactériophages



Chapitre 1

1. Définition structurée des bactériophages

Les bactériophages (ou phages en abrégé ; du grec phagein, signifiant « manger »
(Madiga et Martinko, 2007) représentent des virus qui infectent spécifiquement les
bactéries (Koskella et Brockhurst, 2014; Ansaldi et al., 2020). Ils n'ont pas la capacité

d'infecter les cellules eucaryotes.

Ce terme est utilisé de maniére plus générale pour désigner les virus qui infectent les

Eubactéries et les Archées ( Clokie et al., 2011).

Ce sont des parasites obligatoires (Kutter et al., 2004),comme tous les virus, Ils n'ont pas
d'activit¢ métabolique autonome et utilisent la machinerie biosynthétique de la cellule hote

qu'ils infectent pour se répliquer (Preux, 2013).

2. Historique

L'histoire des bactériophages remonte au début du vingtieme siecle, période pendant
laquelle l'observation de zones dépourvues de bactéries dans des cultures bactériennes a
signalé la destruction de certaines d'entre elles. (En 1915), Frederick Twort observe déja ce
phénomene, mais il le considére initialement comme une réaction chimique. Plusieurs années
plus tard, en 1917, Fé¢lix d'Hérelle comprend qu'il s'agit d'un agent invisible capable de
détruire les bactéries et lui attribue le nom de bactériophage. Il réussit ensuite a identifier
plusieurs phages actifs qui luttent contre diverses bactéries, puis congoit rapidement leur

application dans le domaine médical (Ravat et al., 2015).

3. Morphologie et structure des bactériophages

Les bactériophages présentent une grande diversité de formes et de tailles, reflétant
leur adaptation a différents hotes bactériens et environnements. Malgré cette variabilité
morphologique, leur organisation générale repose sur plusieurs structures spécialisées
assurant la protection du matériel génétique, la reconnaissance de la cellule hote et le transfert
du génome viral lors de I'infection. Les phages a queue constituent le groupe le plus abondant
et le mieux caractérisé parmi les bactériophages décrits  (Sanz-Gaitero et al., 2019; White et

Orlova, 2020).



Chapitre 1

La Figure 1 représente un modele permettant de mieux comprendre I’organisation d’un

bactériophage.
o Capside
Téte - Génome (ADN
double brin)
Collier =
4«———————— Tube central
Gaine contractile
Queue —

Plaque basale

Fibres caudales

Figure 1 : structure de bactériophages (Ramette, 2021).

Le génome viral : Le matériel génétique des bactériophages peut étre constitu¢ d'ADN ou
d'ARN, sous forme simple ou double brin selon le type de phage. Ce génome renferme
I'ensemble des informations nécessaires a la réplication virale, a la synthése des protéines
phagiques et a la production de nouvelles particules virales au sein de la cellule hote (Sanz-

Gaitero et al., 2019)

La capside : Le génome vira/ est contenu dans une capside protéique dont le rdle principal
est d'assurer sa protection contre les agressions physiques, chimiques et enzymatiques du
milieu extérieur. Chez la majorité des bactériophages, cette capside présente une symétrie
icosaédrique, bien que des formes hélicoidales ou plus complexes puissent également éEtre

observées selon les groupes phagiques( Sanz-Gaitero et al., 2019; White et Orlova, 2020).

La queue : Chez les phages a queue, la capside est reliée a une structure spécialisée appelée
queue, qui constitue un ¢lément essentiel du processus infectieux. Cette structure permet la
reconnaissance de la cellule hote grace a un appareil d'adsorption localisé a son extrémité,
composé notamment de fibres caudales et de protéines de fixation. Apres l'attachement a la

surface bactérienne, la queue assure le transfert du génome viral vers le cytoplasme de 1'hote.
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Selon les phages, elle peut étre courte, longue et flexible ou encore contractile, traduisant une

importante diversité structurale et fonctionnelle (Duda et Huet, 2016; White et Orlova, 2020).

Outre ces ¢léments fondamentaux, certains bactériophages possédent des structures
additionnelles, telles que des membranes lipidiques internes ou externes ainsi que diverses
protéines complémentaires. Ces composants peuvent intervenir dans la reconnaissance de
I'hote, la stabilité¢ de la particule virale ou 'optimisation du processus infectieux, contribuant
ainsi a la diversité structurale observée au sein du monde phagique (Sanz-Gaitero et al.,

2019).

4. Classification des bactériophages

La classification des bactériophages s'effectue principalement via les analyses
génomiques et phylogénétiques, qui offrent une meilleure fiabilité que les classifications
morphologiques anciennes, grace a leur capacité a prendre en compte la similarité et la

structure des génomes viraux (Adriaenssens et Brister, 2017).

Le Comité international de taxonomie des virus (ICTV) s'appuie sur une taxonomie
hiérarchique fondée sur la similitude de I'ADN, des protéines et la phylogénie, fréquemment

mise a jour afin d'intégrer les nouvelles données (Turner et al., 2024).

Autrefois, les bactériophages a queue étaient classés dans l'ordre des Caudovirales, qui
regroupait environ 96 % des phages identifiés (Ackermann, 2003) et comprenait trois
familles majeures définies par la morphologie de leur queue : les Siphoviridae (= 60 %), a
queue longue et flexible ; les Myoviridae (= 25 %), a queue contractile ; et les Podoviridae (=

15 %), a queue courte (Sharp, 2001).
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Cependant, cette classification a été remise en question, ces groupes ne reflétant pas
fidélement les relations évolutives réelles (Turner et al., 2023). L'ICTV a donc remplacé cet
ordre par la classe Caudoviricetes, fondée sur les données génomiques, au sein de laquelle de
nombreuses nouvelles familles ont été créées pour mieux représenter la diversité et les

relations phylogénétiques des bactériophages (Turner et al., 2021).

La figure 2 présente les principaux types de bactériophages en fonction de leur organisation

structurale et génomique :

ADN double brin ADN simple bon

ﬂ 1 % Inoviridae (M13)
Myovrdae (T4) Plasmavindae (ML 2) Microviridae (9X174)
0 @ 'i : -.‘- lr ~',-
Tecwwndae (PRD1) @ o
® e al v :

; v Cystovindae (96)
Siphovindae () 0 @
@ 9 Corcovindae (PM2) @ ‘

Levivridae (MS2)

)

Podoveidae (T7)

Figure 2 : Principales familles de bactériophage (Ramette, 2021).

Le Tableau 1 présente une classification des bactériophages selon la taxonomie de 'ICTV
(Zhu et al., 2022), en les regroupant en fonction de la nature de leur matériel génétique (ADN
ou ARN, simple ou double brin), de leur ordre, de leurs familles, de leurs genres, ainsi que de

leurs bactéries hotes et de quelques exemples représentatifs de phages(Zhu et al., 2022).
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Tableau 1 : Classification des bactériophages basée sur la taxonomie de 'ICTV,

(Zhu et al., 2022).
Genres
] R Exemple de _
Ordre Famille (nombre de | Bactérie hote H Morphologie
age
genre) Phag
ADN double brin
o T4-like )
Myoviridae ] E. coli T4
viruses (87)
P2-like Entérobactéries -
) o viruses
Caudovirales Siphoviridae
A-like viruses )
E. coli A
(210)
T7-like
Podoviridae _ E. coli T7
viruses (48)
o o Sulfolobus
Rudiviridae Rudivirus (7) | Sulfolobus _
virus SIRV5
Ligamenvirales
) o Lipothrixvirus Sulfolobus
Lipothrixviridae Thermoproteus |
3 virus SIFV
ADN simple brin
Tubulavirales | Inoviridae Inovirus (7) E. coli M13 phage
. . Escherichia
o ) . Microvirus )
Petitvirales Microviridae ®) E. coli virus ’
phiX174
ARN double brin
o . ) Pseudomonas
Mindivirales Cystoviridae Cystovirus (1) | Pseudomonas _ _
virus phi6
ARN simple brin
o Fiersvirus )
Norzivirales Fiersviridae (185) E. coli MS2 phage
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S. CYCLES DE VIE DES PHAGES

Les phages présentent généralement quatre cycles de vie: le cycle lytique, le cycle

lysogénique, le cycle pseudolysogénique et l'infection chronique(Olszak et al., 2017).

5.1. Cycle lytique

En ce qui concerne les phages virulents, ils adoptent un mode Iytique
(Makky et al., 2021), ils ont la capacité d'infecter les cellules bactériennes et d'initier le cycle
lytique. Pendant ce processus, ils se multiplient a I'intérieur de la cellule hote, ce qui conduit
finalement a la rupture cellulaire et a la libération de phages descendants. Ce processus
diminue le nombre de cellules bactériennes vivantes et peut étre utilisé pour cibler des

bactéries pathogenes spécifiques(Ngene et Umar, 2025).

Selon Ibrahim et Aranjani (2026), ce cycle se déroule en cinq phases clés, commencgant par

l'adsorption jusqu'a la lyse finale de la bactérie (Figure 3).

Adsorption et reconnaissance de 1'hote : Le phage s'attache a des récepteurs spécifiques sur
la surface de la bactérie (lipopolysaccharides, acides teichoiques ou pili). Cette étape

assure un ciblage précis du virus.

Injection de I'ADN : Le phage utilise des structures caudales spécifiques ou des enzymes
pour percer la paroi et la membrane bactériennes, injectant de ce fait son matériel génétique

directement dans le cytoplasme de 1'hote.

Phase de réplication (Biosynthése) : Le phage prend le contrdle de la machinerie cellulaire
bactérienne, Il reprogramme la cellule, favorisant la production de composants viraux,

dégradant fréquemment I'ADN bactérien et réorientant les ressources énergétiques.

Phase d'assemblage : Le matériel génétique nouvellement formé est empaqueté dans des
capsides neuves. Les composants structurels restants (queues, fibres) sont assemblés pour

former des particules virales entieres.

Lyse cellulaire et libération : Les enzymes codées par le phage (endolysines et holines)
détruisent la paroi cellulaire de I'intérieur. La cellule éclate, libérant les nouveaux virions qui

vont ensuite infecter les populations bactériennes voisines (Ibrahim et Aranjani, 2026) .

11
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5.2. Cycle lysogénique

Les phages tempérés sont caractérisés par leur capacité a adopter un cycle lysogénique
(Figure 3), généralement observé chez des bactéries hotes stables. Dans cette voie, le génome
viral s’intégre dans celui de la bactérie sous forme de prophage et se transmet verticalement
lors des divisions cellulaires de I'hote ; on appelle « décision de maintien » la décision
lysogénique, car les prophages subsistent aprés leur intégration, soit comme composantes du
génome bactérien, soit sous forme de plasmide ou de genes linéaires indépendants du génome
bactérien (Les lysogenes sont capables d'incorporer leur ADN de facon aléatoire ou a des
emplacements précis, connus sous le nom de « sites d'attachement », soit par le biais de la
transposition, soit par la recombinaison des sites. Il est possible que certains phages ne
fusionnent pas leurs génes, mais les maintiennent en dehors, soit sous forme d'épisomes, soit
sous forme de genes lin€aires qui sont exprimés en méme temps que les genes

bactériens(Makky et al., 2021).

La figure 3 représente les différentes étapes du cycle lytique et du cycle lysogénique chez les

bactériophages :

Cycle lytique Cycle lysogénique

Déclenchement du cycle
31’ =" lytique sous des conditions
spécifiques

Injection

/" C =@

Réplication cellulaire

SE—

@)

Assemblage Synthése

Figure 3 : Cycle lytique et cycle lysogénique d’un bactériophage ( Lin et al., 2022).
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5.3. Cycle pseudolysogénique

La pseudolysogénie est une phase ou un bactériophage reste bloqué dans la cellule
hote sans engager ni cycle lytique ni lysogénie stable, le génome viral étant maintenu intact
sans dégradation. Cette situation s'associe souvent a des conditions défavorables, notamment
la carence en nutriments, et se termine lorsque les conditions redeviennent favorables,
entrainant soit une lysogénie, soit un cycle lytique. Malgré sa longue connaissance, son role a
souvent été négligé, bien qu'il soit actuellement considéré comme un facteur essentiel dans

les interactions phage-hote(Lo$ et Wegrzyn, 2012).

5.4. Cycle chronique

L'infection chronique représente une forme de réplication spécifique, propre aux
phages filamenteux de la famille des Inoviridae, ces derniers étant des phages a ADN simple

brin rangés sous l'ordre des Tubulavirales(Venturini et al., 2022).

A l'inverse des cycles lytique et lysogénique, ce genre d'infection engendre une production
continue de particules virales sans entrainer la lyse de la cellule bactérienne. Les phages
filamenteux posseédent une grande capacité a contribuer au transfert horizontal de matériel
génétique, et nombre d'entre eux contiennent des genes liés a la virulence. Du fait de leurs
propriétés biologiques, les phages filamenteux sont généralement considérés comme n'étant

pas appropriés pour une application en thérapie par les phages(Venturini et al., 2022).

6. Abondance, habitats et role écologique des bactériophages

Les bactériophages sont les entités biologiques les plus abondantes de la biosphére,
avec une population mondiale estimée entre 10%° et 102 particules, surpassant en nombre la

totalité des bactéries de dix a cent fois(Ravat et al., 2015).

En tant que parasites obligatoires, leur distribution suit celle de leurs hotes bactériens
sédiments marins, sols, sous-sol profond mais s'étend également aux milieux extrémes tels
que déserts et neiges vierges, ainsi qu'au tube digestif humain qui héberge plus d'une centaine

de types phagiques distincts( Clokie et al., 2011).

Sur le plan écologique, les phages régulent la biodiversité microbienne en assurant au moins
la moiti¢ de la mortalité¢ bactérienne journaliére, contribuant ainsi au recyclage des nutriments
et au contrdle des épidémies bactériennes, comme l'illustrent les travaux de Faruque sur le

choléra(Ravat et al., 2015).
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1. Définition des bactéries multirésistantes

Une bactérie est classée comme multirésistante lorsqu'elle a accumulé des
mécanismes de résistance contre diverses familles d'antibiotiques, au point de ne rester
sensible qu'a un nombre limité d'agents antimicrobiens utilisables en thérapeutique. En
pratique, une bactéric est considérée multirésistante lorsqu'elle présente une résistance
acquise a au moins un antibiotique appartenant a trois familles distinctes, ou plus(Magiorakos

et al., 2012).
2. Types de résistances

2.1. Résistance naturelle

Appelée aussi résistance intrinséque, est définie comme la capacité naturelle et propre
a certaines especes bactériennes de résister a [’action de certains antibiotiques,
indépendamment de toute exposition préalable ou acquisition de genes de résistance

(Munita et Arias, 2016).

Elle est liée a des caractéristiques structurelles ou fonctionnelles constantes de la bactérie,
telles que I’absence de la cible de I’antibiotique, une faible perméabilité de la membrane

externe ou la présence de systémes d’efflux (Blair et al., 2015).

Ce genre de résistance est considéré comme prévisible et exprimé uniformément par tous les

membres d'une espece bactérienne (Munita et Arias, 2016).
2.2. Résistance acquise

La résistance acquise correspond a I’apparition d’une résistance chez une souche
initialement sensible, suite a des modifications génétiques, par la mutation ou l'acquisition de
genes de resistance (Figure 4). Par conséquent, elle ne s'applique qu'a certaines souches

spécifiques d'une espéce bactérienne donnée (Courvalin, 1996 ; Honceriu, 2022).

La majorité des résistances bactériennes acquises est liée a l'acquisition de geénes de
résistance d'autres Dbactéries via le transfert horizontal de génes (Figure 4)

(von Wintersdorft et al., 2016).
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Bactériophage
: Transposon
Plasmide

‘ Zm_ \} Plasmide

Mutation tn

- e

Chromosome -\S\— \g :

‘ADN libre’

Figure 4 : Mécanismes d'acquisition de la résistance au sein des bactéries.

~

-

La transmission verticale (mutation) et la transmission horizontale (transduction,

transformation, conjugaison) Les cercles identifiés par « tn » représentent des transposons,

¢léments génétiques mobiles capables de transporter des génes de résistance entre le

_J

chromosome bactérien, les plasmides et I’ADN libre(Cazaubon, 2018).

.

3. Mécanismes de Résistance aux Antibiotiques

Les mécanismes de résistance peuvent agir de manicre indépendante ou simultanée au

sein d’une méme souche bactérienne, générant des phénotypes complexes de multirésistance
(Figure 5)(Halawa et al., 2023; Birlutiu et Birlutiu, 2025).

Inactivation enzymatique des antibiotiques

L’inactivation enzymatique est l'un des mécanismes de résistance les plus courants et

3.1.

significatifs sur le plan clinique mis en place par les bactéries(Kalkir et Simsek, 2026).
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Grace a ce processus, la bactérie acquiert le pouvoir d'inactiver l'effet des antibiotiques en
sécrétant une enzyme avant méme que ceux-ci n'entrent dans le micro-organisme(Munita et

Arias, 2016).

Ce type de résistance est représenté principalement par les béta-lactamases, qui hydrolysent

et inactivent les antibiotiques béta-lactamines (Munita et Arias, 2016).

3.2. Modification ou remplacement de la cible de I’antibiotique

La modification de la cible permet aux bactéries d'échapper a l'action des

antibiotiques en altérant la structure du site de liaison (Belay et al., 2024).

Ce mécanisme, pouvant résulter de mutations génétiques ou d'une modification enzymatique
post-traductionnelle, diminue l'affinité de 1'antibiotique pour sa cible tout en maintenant les

fonctions métaboliques vitales de la bactérie (Blair et al., 2015).

3.3. La Diminution de la Perméabilité Membranaire

La diminution de la perméabilit¢é membranaire représente une premicre barriere qui
freine la pénétration des antibiotiques au sein de la cellule bactérienne. Chez les bactéries a
Gram négatif, ce phénomene est principalement li¢ a une réduction de I’expression des
porines ou a des mutations modifiant leur structure, ce qui entraine une diminution de la
concentration intracellulaire de I’antibiotique et rend son entrée moins efficace a cause de

changements de la membrane ou de la paroi)(Tenover, 2006; Sinha, et al., 2026).

3.4. Pompes d'efflux

Les pompes d'efflux sont des protéines membranaires qui expulsent activement les
antibiotiques hors de la cellule, réduisant ainsi leur concentration intracellulaire

(Blair et al., 2015; Rattanaporn et al., 2024).

Elles peuvent étre exprimées de fagon constitutive ou induites en réponse a un stress
environnemental, & une exposition aux antibiotiques, ou a des mutations entralnant leur

surexpression (Kalkir et Simsek, 2026).
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Cinq grandes familles de pompes d'efflux :

e La famille Résistance-Nodulation-Division (RND)

e La superfamille Major Facilitator Superfamily (MFS)
e La famille Small Multidrug Resistance (SMR)

e Efflux multirésistant et toxique (MATE)

e Les transporteurs de type cassette de liaison a ' ATP (ABC)
(Sinha, et al., 2026).

Cibles des Mécanismes de
antibiotiques résistance

Antibiotique

Efflux actif

Paroi —-76 :

Membrane
cytoplasmique

o
O
g-l e -

ADN bactérien Modification de
. 1 ¢ la cible
Ribosome C ’ ! Inactivation

|  enzymatique

fﬁ Imperméabilité

Figure 5 : Cibles bactériennes et mécanisme de résistance aux antibiotiques
(Martin et al., 2019).

Les principaux sites d’action des antibiotiques sont la paroi bactérienne, le ribosome,

I’ADN bactérien, la membrane cytoplasmique (Martin et al., 2019).
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4. Les pathogenes prioritaires multirésistants

En février 2017, L’organisation mondiale de la Santé (I'OMS) a publi¢ une liste de
pathogenes pour lesquels il est urgent de développer de nouveaux agents antimicrobiens afin
d'orienter la recherche et le développement de nouveaux antibiotiques. Parmi les agents
pathogénes les bactéries du groupe ESKAPE (Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus,
Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa et Enterobacter
spp.) ont désignées comme « prioritaires », ces bactéries résistantes aux antimicrobiens
constituent une menace mondiale pour la sant¢ humaine. Elles ont acquis des génes de
résistance aux antimicrobiens, qui réduisent les options thérapeutiques pour les infections
graves, augmentent la morbidité et la mortalité liée aux échecs thérapeutiques, ce qui exige
une intervention coordonnée a [’échelle mondiale pour surveiller cette résistance.

(De Oliveira et al., 2020).

» Enterococcus faecium se caractérise par une résistance croissante a l'ampicilline et a
la vancomycine (Santajit et Indrawattana, 2016). L’émergence des souches résistantes
a la vancomycine (Vancomycin-Resistant Enterococcus faecium, VREfm) constitue
une préoccupation majeure en santé publique(Radford-Smith et Anthony, 2025). Cette
résistance est principalement liée a 1’acquisition de genes tels que vand et vanB
(Wei et al., 2024).

» Staphylococcus aureus résistant a la méthicilline (SARM), apparu dés

1961(Simgamsetty et al., 2026), est une bactérie responsable d’infections graves en
milieu hospitalier et communautaire (De Oliveira et al., 2020) .
Le déterminant central de cette résistance est le géne mecA, qui code une protéine
(PBP2a) a faible affinité pour les B-lactamines, conférant ainsi une résistance a cette
famille d’antibiotiques et compliquant fortement 1la prise en charge
thérapeutique(Simgamsetty et al., 2026).

» Klebsiella pneumoniae constitue une menace importante en raison de sa production
d'enzymes f-lactamases, notamment les carbapénémases Klebsiella pneumoniae
carbapenemase (KPC) et New Delhi metallo-pB-lactamase-1 (NDM-1) conférant une
résistance étendue aux [-lactamines, aux aminosides et aux fluoroquinolones
(Santajit et Indrawattana, 2016).

» Acinetobacter baumannii, est un pathogéne associé aux infections nosocomiales et
caractéris¢ par une forte multirésistance aux antibiotiques, notamment aux

carbapénémes(De Oliveira et al., 2020).
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Sa persistance dans les environnements hospitaliers est favorisée par des capacités
d’adaptation remarquables, notamment sa tolérance a la dessiccation, sa résistance
aux désinfectants, sa capacité a former des biofilms et a échapper aux réponses
immunitaires, ce qui contribue a sa survie dans des conditions défavorables et a sa
dissémination(Goncalves et al., 2025; Sharma et Lakhanpal, 2025).

Par ailleurs, 1’émergence de souches résistantes a la colistine, antibiotique de dernier
recours, réduit considérablement les options thérapeutiques disponibles et souligne le
caractére critique de cette bactérie en santé publique( De Oliveira et al., 2020 ;
Sharma et Lakhanpal, 2025).

» Pseudomonas aeruginosa présente une résistance aux carbapénémes résultant
principalement de la combinaison de plusieurs mécanismes, notamment la production
de la B-lactamase AmpC chromosomique, la diminution de la perméabilité
membranaire liée aux porines et la surexpression des pompes a eftflux. La production
isolée d’AmpC n’est pas suffisante pour conférer une résistance élevée, mais son
hyperproduction associée a ces altérations contribue au développement d’une
résistance importante (Santajit et Indrawattana, 2016).

» Les especes Enterobacter cloacae et Enterobacter aerogenes (actuellement Klebsiella
aerogenes) figurent parmi les entérobactéries les plus fréquemment impliquées dans
les infections nosocomiales. Leur résistance aux B-lactamines est principalement liée
a la production d’une PB-lactamase chromosomique de type AmpC, tandis que
I’acquisition fréquente de plasmides porteurs de [-lactamases a spectre étendu
(BLSE), ce qui complique leur prise en charge thérapeutique en milieu

hospitalier(Anju et al., 2020).

5. Les biofilms et la résistance aux antibiotiques

Les biofilms sont des agrégats de cellules microbiennes adhérant a une surface et
enveloppés dans une matrice extracellulaire, considérablement plus résistants aux
antimicrobiens que les cellules planctoniques libres (Hall et Mah, 2017).

Cette résistance est multifactorielle : la matrice d'exopolysaccharides et d'ADN
extracellulaire limite la diffusion des antibiotiques notamment les aminoglycosides et les
molécules de grande taille tout en permettant une meilleure pénétration des béta-lactamines

et quinolones (Shree et al., 2023).
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De plus, les gradients de nutriments et d'oxygene au sein du biofilm réduisent l'activité
métabolique bactérienne, générant des cellules dormantes peu sensibles aux antibiotiques
(Heiby et al., 2010).

S'ajoutent a cela la mutation des sites cibles, l'accumulation d'enzymes dégradantes et la
surexpression des pompes d'efflux (Singh et al., 2022).Ces caractéristiques expliquent que
80 % des infections chroniques humaines soient liées aux biofilms, constituant la cause
principale du dysfonctionnement des implants médicaux et engendrant une morbidité et

mortalité ¢levées (Singh et al., 2022).
6. Les Stratégies de Lutte contre I’antibiorésistance

6.1. Usage Raisonné des Antimicrobiens

L'usage abusif des antibiotiques est identifi¢ comme un facteur majeur favorisant

I'émergence de la résistance aux antibiotiques (Ventola, 2015).

Les programmes de gestion des antimicrobiens visent a perfectionner l'usage des
antibiotiques en affinant le choix du médicament, le dosage, la durée et la voie

d'administration (Davey et al., 2017).Ces programmes visent a :

e Limiter I'émergence de la résistance aux antimicrobiens
e La sauvegarde des agents antimicrobiens présents et a venir est considérée comme

une priorité¢ (Tamma et Cosgrove, 2011).

6.2. Surveillance de la résistance aux antibiotiques

La surveillance de la résistance aux antibiotiques aide a observer 1’évolution des
profils de résistance et a détecter I’apparition de nouvelles résistances bactériennes ; les
données fournies par ces systeémes sont indispensables pour adapter les politiques de
prescription et orienter les stratégies de lutte contre 1’antibiorésistance

(Prestinaci et al., 2015).

Une surveillance intégrée impliquant les secteurs humain, animal et environnemental est
recommandée afin d’obtenir une perspective globale de la résistance aux antibiotiques

(Delpy et al., 2024).
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6.3. L’Approche "Une seule santé'" (One Health)

L'approche « One Health » révele les connexions entre la santé humaine, la santé
animale et I'environnement dans le contexte de la résistance aux antibiotiques (McEwen et

Collignon, 2018).

L’utilisation des antibiotiques en médecine humaine et vétérinaire contribue a la sélection et a
la dissémination des bactéries résistantes (McEwen et Collignon, 2018), rendant nécessaire
une coordination entre ces divers domaines pour limiter la diffusion des résistances a

1'échelle mondiale (Delpy et al., 2024).

6.4. La phagothérapie face au défi de I’antibiorésistance

La phagothérapie se présente comme une alternative d'avenir incontournable en
ciblant spécifiquement les bactéries pathogeénes multirésistantes (BMR) sans perturber la
flore commensale saine (Kortright et al., 2019).De surcroit, l'utilisation de phages lytiques
stricts permet de limiter l'usage global de molécules chimiques en sant¢ humaine et
vétérinaire, s'inscrivant ainsi pleinement comme un pilier écologique majeur de l'approche

rationnelle « Une seule santé » (Gordillo Altamirano et Barr, 2019).
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1. Définition de la phagothérapie

La phagothérapie est une approche thérapeutique utilisant des agents biologiques
naturels phages pour le traitement des infections bactériennes (Abedon et al., 2017), pouvant
étre appliquée sous une forme personnalisée, étroitement adaptée aux besoins de chaque
patient (Zalewska-Piatek, 2023).

Elle met a profit la propriété destructrice, lytique, spécifique de tel ou tel bactériophage vis-a-

vis d’une bactérie en situation pathogéne (Dublanchet, 2017).

La phagothérapie regagne aujourd'hui de I'intérét en tant qu'alternative prometteuse face a la
menace croissante des bactéries multirésistantes aux antibiotiques (Cui et al., 2024).

2. Origine de la phagothérapie

L'histoire de la phagothérapie remonte au début du XXe siecle, lorsque Frederick
William Twort et Felix d'Hérelle découvrirent indépendamment les bactériophages en 1915 et

1917 respectivement (Aswani et Shukla, 2021).

La premiere utilisation humaine de phages a eu lieu en 1921 a I'hdpital des Enfants-Malades
a Paris, ou des patients souffrant de dysenterie ont rapidement guéri, ce qui a conduit a

I'¢laboration de nombreuses préparations commerciales (Dublanchet et Fruciano, 2008).

Face a la propagation alarmante de la résistance aux antibiotiques et du déficit en nouvelles
molécules en phase de développement, un regain d'intérét est observé croissant pour l'usage
des bactériophages en tant qu'agents antibactériens alternatifs en médecine humaine, poussant
ainsi le monde occidental a revisiter et a réévaluer l'ensemble des connaissances accumulées

au cours du siécle précédent(Vandamme et Mortelmans, 2019).

3. Principe d’utilisation de la phagothérapie

La phagothérapie est un traitement anti-infectieux expérimental qui repose sur
I’utilisation de bactériophages capables d’infecter, de se répliquer et de lyser spécifiquement
certaines bactéries. Son principe d’utilisation tient surtout a I’adéquation étroite entre le
phage et la souche bactérienne ciblée avant traitement, des tests de sensibilité sont nécessaires

pour sélectionner les phages actifs contre ’isolat du patient

(Suh et al., 2022 ; Walter et al., 2024).
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Elle est particuliérement envisagée dans les infections réfractaires, multirésistantes ou
associées a un biofilm, souvent en complément des antibiotiques, avec lesquels elle peut

parfois présenter un effet additif ou synergique(Suh et al., 2022; Walter et al., 2024).

4. Les bactériophages face aux bactéries multirésistantes (BMR)

En raison de l'augmentation inquiétante des infections causées par des bactéries
résistantes a de multiples médicaments et de I'épuisement progressif des antibiotiques
classiques, la thérapie par les phages s'affirme désormais comme une option de traitement
sérieuse. D'apres 'OMS, la résistance aux antimicrobiens, si elle n'est pas maitrisée, pourrait
entrainer jusqu'a 10 millions de morts par an d'ici 2050, rendant nécessaire la mise en ceuvre

de nouvelles stratégies de combat (Alaaeddine et al., 2025).

Dans ce contexte, de multiples stratégies phagiques ont ¢té mises au point afin d'améliorer

l'efficacité thérapeutique des bactériophages contre les BMR.

4.1. Spécificité d'hote et sélection des phages

L'une des caractéristiques les plus essentielles des bactériophages est leur spécificité
d'hote. Chaque phage identifie et s'attache a des récepteurs spécifiques présents sur la
membrane bactérienne lipopolysaccharides, protéines de membrane externes, flagelles ou pili
qui différent d'une espéce a l'autre, voire d'une souche a une autre au sein de la méme espéce.
Ce caractére constitue en fait une sorte de « empreinte biologique » du phage, assurant un
impact ciblé sans affecter les cellules humaines ni le microbiote commensal, contrairement
aux antibiotiques a large spectre souvent a l'origine de dysbiose (Alaaeddine et al., 2025;

Kaneko et al., 2026).

4.2. Phages virulents et phages tempérés

Deux catégories importantes de bactériophages ont des impacts thérapeutiques
différents. En phagothérapie, Les phages virulents, capables de provoquer une lyse rapide des
bactéries hotes, sont privilégiés en phagothérapie en raison de leur efficacité a diminuer
promptement les populations bactériennes tout en minimisant la menace de transfert
horizontal de genes de résistance. En revanche, les phages tempérés incorporent leur génome
dans le chromosome bactérien avant de déclencher le cycle lytique, augmentant ainsi le
risque de propagation de genes indésirables et les rendant moins appropriés pour les

applications dans le domaine clinique (Panagiotopoulos et al., 2025).
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4.3. Cocktails de phages

L'un des obstacles majeurs a la phagothérapie en tant que thérapie unique est
l'apparition de bactéries résistantes aux phages. Pour pallier ce probléme, il a été suggéré
d'utiliser des cocktails mélangeant plusieurs phages, chacun visant des récepteurs différents
d'un méme hote bactérien. Les experts recommandent des formulations de deux a dix phages
pour maximiser l'efficacité et retarder l'apparition de résistances. Des recherches
comparatives ont démontré que les cocktails de phages favorisent I'inactivation des bactéries
et limitent le renouvellement des souches résistantes par rapport aux solutions
monophasiques, bien qu'un exces de phages dans un cocktail pourrait exercer une pression

sélective sur des bactéries non ciblées(Costa et al., 2024).

4.4. Combinaison phagothérapie et CRISPR-Cas

L'association de la phagothérapie et du systeme d'édition génomique CRISPR-Cas
représente une stratégie synergique particuliérement encourageante pour combattre les BMR.
Les bactériophages contribuent a l'identification et a 1'élimination des bactéries pathogenes,
tandis que CRISPR-Cas offre la possibilit¢ de modifier le génome phagique pour
contourner les défenses de la bactérie ou désactiver directement les génes de résistance
bactérienne. Cette double approche permet d'augmenter la précision thérapeutique, de
protéger le microbiote résidant et de diminuer la menace de développement des résistances,
bien qu'il persiste des défis a relever concernant l'acheminement des deux agents aux

bactéries visées, spécifiquement au sein des biofilms (Ghazaei, 2026).

La figure 6 illustre le processus de modification génétique des bactériophages via le systéme
CRISPR-Cas9, montrant comment la recombinaison homologue permet de transformer un

phage sauvage en un agent thérapeutique optimisé :
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Figure 6 : Protocole d'ingénierie génétique des bactériophages via le systeme CRISPR-
Cas9(Ghazaei, 2026).

4.5. Action sur le biofilm

Les phages peuvent intervenir a deux étapes concernant le biofilm : en le prévenant
avant sa formation ou en agissant sur un biofilm déja formé ( Liu et al., 2016; Alkhulaifi,

2017)

Apres s'étre attachés aux bactéries du biofilm, ils se répliquent et provoquent la lyse des
cellules hotes, libérant ainsi d'autres phages capables d'atteindre d'autres couches du biofilm

(Deshpande Kaistha et Devi Umrao, 2016).

Certaines enzymes phagiques agissent également sur le quorum sensing, par exemple via des
lactonases, ce qui perturbe la coordination requise pour le maintien du biofilm (Deshpande

Kaistha et Devi Umrao, 2016).

Une preuve expérimentale soutient cette notion : un phage lytique a inhibé la formation et

détruit des biofilms préformés d’Acinetobacter baumanii ( Liu et al., 2016).
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4.6. Synergie phage antibiotique

La synergie entre le phage et l'antibiotique, connue sous le nom de PAS (Synergie Phage-
Antibiotique), repose sur la combinaison de deux fonctions antimicrobiennes
complémentaires : le phage cible et détruit les bactéries sensibles, alors que I'antibiotique tire
profit de cette fragilisation pour cibler plus efficacement la population restante. Cette thérapie
associée génere un effet synergique dans plus de 70% des situations, favorisant une
¢radication bactérienne supérieure et une diminution de l'apparition des résistances par

rapport a l'utilisation de la monothérapie (Kapoor et al., 2024).

Les antibiotiques peuvent étre transportés par les phages vers la cellule cible, et les deux
agents ciblent différents récepteurs bactériens, rendant le développement de résistance plus

compliqué (Diallo et Dublanchet, 2022).

Toutefois, cette combinaison sert principalement a restaurer ou prolonger l'activité des
antibiotiques devenus moins efficaces. Le choix du phage, de l'antibiotique, de la dose et de

l'ordre d'administration est néanmoins crucial (Diallo et Dublanchet, 2022; Liu et al., 2022).

La Figure 7 illustre le phénomene de synergie entre les bactériophages et les antibiotiques
(PAS), mettant en évidence leurs interactions complémentaires dans I’environnement ainsi

que dans le cadre de la phagothérapie.
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Figure 7 : Le phénomene de « synergie phages-antibiotiques » (PAS) dans I’environnement
(A) et en phagothérapie (B)(Comeau et al., 2008).
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5. Efficacité et succes dans le monde

Plusieurs expériences cliniques menées a travers le monde ont permis de démontrer
I'efficacité réelle de la phagothérapie contre les infections bactériennes difficiles a traiter,
avec des taux de succes encourageants rapportés dans différents contextes thérapeutiques
(Kimet al., 2025; Sippel et Velimirov, 2025).

En Europe, des rapports de cas et des séries cliniques ont montré des améliorations
significatives, avec des taux de succes dépassant 77 % dans des infections chroniques
ou réfractaires, telles que les infections ostéo-articulaires, les infections cutanées et les

infections associées aux dispositifs médicaux (Haq et al., 2024; Pirnay et al., 2024).

C'est notamment le cas en Belgique, ou le Centre de Coordination de Phagotherapie de
I'HOpital militaire Queen Astrid a facilité la phagothérapie dans environ 110 infections
difficiles a traiter, avec une amélioration clinique rapportée chez 77,2 % des patients et une

éradication bactérienne chez 61,3 % d'entre eux (Pirnay et al., 2024).

Aux Etats-Unis, La phagothérapie a récemment été utilisée comme therapie
d'urgence dans le cadre de soins compassionnels, démontrant son efficacité chez des
patients atteints d'infections a bactéries multirésistantes résistantes a tous les

antibiotiques disponibles (Anastassopoulou et al., 2024).

Une étude portant sur 20 patients atteints de maladies a Mycobacterium résistantes aux
médicaments a rapporté des resultats encourageants apres administration de phages
personnalisés, confirmant I'efficacité de cette approche chez des patients immunodéprimés en

impasse thérapeutique (Dedrick et al., 2023).

En Australie : L'étude Standardized Treatment and Monitoring Protocol (STAMP)
de Phage Australia évalue la sécurité et la faisabilité de la phagothérapie sur plusieurs
pathogenes et indications cliniques, incluant les infections respiratoires et urinaires
difficiles a traiter, en permettant une sélection personnalisée des phages tout en

maintenant une surveillance cohérente entre les patients (Khatami et al., 2022).
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6. Domaines d'application des bactériophages

Bien que la phagothérapie constitue I’application principale pour combattre les
infections bactériennes, les bactériophages possédent un potentiel d’application bien plus
large, couvrant des domaines variés comme la biotechnologie, 1’agriculture et

I’environnement (Garcia-Cruz et al., 2023).

6.1. Meédecine humaine

Les bactériophages sont surtout étudiés comme alternative ou complément aux
antibiotiques pour traiter des infections bactériennes difficiles, surtout dans le contexte de
I’antibiorésistance (Fathima et Archer, 2021; Alaaeddine et al., 2025).

Leur utilisation clinique a été rapportée dans les infections respiratoires, urinaires,
musculosquelettiques, cardiovasculaires et liées aux dispositifs médicaux (Gallina et al.,
2026).

6.2. Agriculture

Les bactériophages sont utilisés comme biopesticides biologiques pour controler les

bactéries pathogenes des cultures, de 1’élevage et de I’aquaculture (Ul Haq et al., 2024).

Ils peuvent aussi réduire la contamination bactérienne dans les plantes, les sols et 1’eau, ce
qui en fait une option intéressante pour la protection des cultures (Ul Haq et al., 2024; AL-
Balawy, 2025).

Leur utilisation a montré des résultats positifs contre plusieurs bactéries phytopathogenes,
notamment Xanthomonas spp., Pectobacterium spp. et Erwinia amylovora (Villalpando-
Aguilar et al., 2022).

L’application de préparations phagiques sur des cultures comme la tomate, la pomme de terre
et les arbres fruitiers permet de réduire I’incidence des maladies bactériennes sans effets

négatifs sur les plantes ni I’environnement (Villalpando-Aguilar et al., 2022).

Ces résultats soulignent le potentiel des bactériophages comme alternative durable en

agriculture (Garcia-Cruz et al., 2023).
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6.3. Agroalimentaire

Les bactériophages sont utilisés comme agents de biocontrdle pour réduire ou

éliminer les bactéries pathogenes dans les aliments (Sillankorva et al., 2012).

IlIs peuvent aussi servir a desinfecter les surfaces de contact et les environnements de
transformation (E et Gummadi, 2024), améliorant ainsi la sécurité sanitaire sans altérer les

propriétés des produits (Sillankorva et al., 2012).

6.4. Meédecine vétérinaire

L'utilisation des bactériophages en médecine vétérinaire a connu un essor notable,
particulierement pour le traitement des infections bactériennes chez les animaux d'élevage,

notamment les bovins et la volaille (Bianchessi et al., 2024).

6.5. Biotechnologie et recherche scientifique

En biotechnologie, les bactériophages sont principalement utilisés comme outils de
laboratoire et comme plateformes technologiques pour le développement de vaccins, d’outils

de diagnostic et de thérapies géniques (Kutter et al., 2010).

Ils sont également largement employés en biologie moléculaire et en microbiologie pour
I’étude des interactions hote—phage et la compréhension des mécanismes génétiques et

évolutifs des microorganismes (Kutter et al., 2010; Garcia-Cruz et al., 2023).

Par ailleurs, les phages contribuent a la découverte de nouveaux agents antimicrobiens et a la

remédiation environnementale (Garcia-Cruz et al., 2023).

Dans le secteur agroalimentaire, ils sont utilisés pour la détection de bactéries pathogénes
dans les aliments et pour I’assainissement des environnements de transformation, renforcant

ainsi la sécurité sanitaire des produits alimentaires (Buttimer et al., 2017).

7. Limites de la phagothérapie

Les limites de la phagothérapie relevent des aspects biologiques, pharmacologiques et
réglementaires. D'un point de vue biologique, la spécificité stricte des phages, ciblant
fréquemment une seule espece ou méme une souche spécifique, nécessite une identification
précise de l'agent infectieux avant l'intervention, limitant de ce fait toute approche empirique

(Lin et al., 2022; Guo et al., 2024).

31



Chapitre 3

En outre, I’émergence de résistances bactériennes aux phages, le risque lysogénique associé a
certaines souches phagiques, ainsi que la possibilité que la réponse immunitaire de I'hote

neutralise les phages constituent des limites importantes ( Lin et al., 2022; Guo et al., 2024).

Du point de vue pharmacologique, la caractérisation des phages en termes de
pharmacocinétique et de pharmacodynamique reste insuffisante, en raison d'une variabilité in
vivo significative qui complique l'optimisation des doses et la standardisation des protocoles
thérapeutiques ( Nilsson, 2019; Guo et al., 2024). Enfin, la traduction clinique se heurte a des
obstacles concrets : complexité de la production et de la purification des préparations,
absence d'un cadre réglementaire adapté, financement insuffisant de la recherche et manque
d'essais cliniques a large échelle ( Nobrega et al., 2015; Le et al., 2022; Sippel et Velimirov,
2025).

8. Utilisation de la métagénomique et I’intelligence artificielle

La métagénomique est une discipline qui permet l'analyse directe du matériel
génétique extrait d'un échantillon environnemental complexe, sans recourir a une étape de

culture microbienne préalable (Banerjee et al., 2025).

Elle repose sur le séquencage massif de I'ADN total présent dans un milieu donné, qu'il
s'agisse du sol, de I'eau, ou du microbiote humain, permettant ainsi d'accéder a I'ensemble des
micro-organismes préesents, y compris ceux qui demeurent non cultivables en laboratoire
(Banerjee et al., 2025).

Cette capacité a explorer la diversité microbienne dans sa globalité constitue I'un des apports
les plus significatifs de cette approche par rapport aux méthodes microbiologiques classiques
(Kuang et al., 2026).

8.1. Role de la métagénomique en phagothérapie

La métagénomique permet d'identifier directement les génomes de bactériophages
présents dans des environnements naturels, qui constituent de véritables réservoirs de
diversité virale (Zakharevich et al., 2026). Face a la menace croissante des bactéries
multirésistantes, cette approche représente aujourd’hui un outil incontournable pour la
découverte rapide de phages actifs et spécifiques a visée thérapeutique (Banerjee et al., 2025;
Kim et al., 2025).
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8.2. Intelligence artificielle et métagénomique dans la phagothérapie

L’intelligence artificielle IA est devenue essentielle pour I’analyse des données
meétagénomiques, qui sont volumineuses et complexes et nécessitent des méthodes avancées

pour leur interprétation efficace (Roy et al., 2024).

Les approches d’apprentissage automatique (machine learning) et d’apprentissage profond
(deep learning) sont utilisées pour améliorer la classification taxonomique, la détection de
séquences rares et la prédiction fonctionnelle des genes (Roy et al., 2024).

Dans le domaine de la phagothérapie, ces techniques permettent également d’analyser de
grandes bases de données génomiques afin d’identifier des bactériophages spécifiques et de
prédire leurs interactions avec leurs bactéries hotes, facilitant ainsi la conception de

traitements plus efficaces et ciblés (Doud et al., 2025).

Des perspectives émergentes suggerent que I'TA pourrait aider a concevoir des phages
optimisés, a prédire les phage-hoéte interactions et a accélerer la sélection des phages

thérapeutiques, bien que ces approches soient encore en développement (Doud et al., 2025).

8.3. Principaux outils utilisés en métagénomique et en IA

MEGAHIT / metaSPAdes : logiciels d'assemblage des séquences métagénomiques
permettant de reconstruire les génomes a partir de fragments de lecture courts ( Li et al.,
2015).

VirSorter2 / VIBRANT : outils dédiés a la détection et a lidentification des séquences

virales et phagiques au sein de données métagénomiques complexes ( Guo et al., 2021).

CheckV : outil d'évaluation de la qualité et de la complétude des génomes viraux assemblés,

essentiel pour valider les séquences phagiques identifiées (Nayfach et al., 2021).

PHASTER : plateforme d'annotation fonctionnelle des génomes de bactériophages,
permettant d'identifier les génes codant pour des protéines structurales et fonctionnelles
(Arndt et al., 2016).

Outils basés sur I'lA : algorithmes d'apprentissage automatique permettant la prédiction des
interactions phage-hote et la sélection ciblée des phages a potentiel thérapeutique (Roux et
al., 2023; Gaborieau et al., 2024).
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Cette étude expérimentale a été réalisée au niveau du Laboratoire LMAABE de
I'Université Abou Bekr Belkaid de Tlemcen, dans le cadre d'une démarche visant a isoler et
caractériser des bactériophages a partir d'échantillons environnementaux en vue d'évaluer leur

activité lytique vis-a-vis de souches bactériennes multirésistantes.

1. Matériel

1.1. Matériel biologique

Les souches bactériennes cliniques ayant fait 1’objet de cette étude proviennent de

notre laboratoire de recherche.

= Escherichia coli

= Klebsiella pneumoniae

= Proteus mirabilis

= Enterococcus faecalis

= Staphylococcus aureus

= Acinetobacter baumannii
*  Bacillus subtilis

=  Pseudomonas aeruginosa

1.2. Matériels non biologiques

L'ensemble du matériel non biologique utilis¢ au cours de cette étude, incluant la
verrerie, les consommables et les équipements de laboratoire, est détaillé en annexe

(Annexe 1).

1.3. Milieux de cultures

Les milieux de culture utilisés dans cette étude ont été choisis en fonction de leur
adéquation avec les besoins nutritionnels et les caractéristiques de chaque souche
bactérienne. Les milieux non sélectifs servent a la culture générale et a l'enrichissement
phagique, tandis que les milieux sélectifs et différentiels sont utilisés pour l'isolement et la

purification des souches.

L'ensemble de ces milieux est regroupé dans le Tableau 2 :
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Tableau 2: Milieux de culture utilises pour l'isolement et la culture des souches

bactériennes

Milieu Nature Type
LB Liquide / Solide Non sélectif
Mueller-Hinton Solide Non sélectif
MacConkey Solide Sélectif et différentiel
Chapman Solide Sélectif et différentiel
Cétrimide Solide Sélectif et différentiel
Bile Esculine Solide Sélectif et différentiel

2.

2.1.

Repiquage et purification bactériennes

Revivification et enrichissement

Les souches bactériennes préalablement conservées a basse température ont été sorties

du congélateur et laissées a température ambiante, afin d'assurer une décongélation

progressive limitant tout choc thermique susceptible d'affecter la viabilité cellulaire.

Un volume de 100 pl de chaque suspension bactérienne a été prélevé de fagon

aseptique.

Le prélevement a ensuite été transféré dans un tube contenant 5 ml de bouillon (Brain

Heart Infusion Broth) BHIB (Figure 8) fraichement préparé.

Les tubes ensemencés ont été placés dans un incubateur a 37°C pendant une durée de

18 a 24 heures, conditions reconnues comme optimales pour permettre aux souches de

retrouver leur pleine capacité de croissance.
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Figure 8 : Etape d'ensemencement pour la revivification des souches
2.2. [Isolement sur milieux sélectifs

e Les cultures ont été ensemencées sur des milieux sélectifs solides par la technique
d'épuisement (Figure 9), et ce pour chaque souche sur son milieu correspondant.

e Les boites ont été incubées a 37°C pendant 18 a 24 heures.

e Apres incubation, les colonies isolées ont été observées et sélectionnées pour les

étapes suivantes.

Figure 9:Ensemencement par épuisement sur gélose
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3. Coloration de Gram

La coloration de Gram est la technique de coloration différentielle la plus

fondamentale en microbiologie ( Li et al., 2020).

Cette technique a été réalisée selon le protocole standard recommandé par I’American

Society for Microbiology (ASM).

Préalablement a la coloration, un frottis bactérien a été préparé selon les €tapes suivantes :

® Prélever une colonie bactérienne fraichement isolée a 1'aide d'une anse stérile.

® Déposer la colonie sur une lame de microscope propre contenant une goutte d'eau

stérile.

e Ftaler délicatement afin d'obtenir un frottis fin et homogéne.

e Laisser sécher le frottis a l'air libre.

e Fixer le frottis par passage rapide a la flamme.

Méthode de coloration :

Recouvrir la lame de cristal violet pendant environ 1 minute.

Rincer délicatement a 'eau distillée.

Appliquer le lugol (mordant) pendant 1 minute afin de fixer le colorant primaire.
Rincer a I'eau distillée.

Décolorer a l'aide d'alcool pendant quelques secondes.

Rincer immédiatement a I'eau distillée pour arréter la décoloration.

Appliquer la fuchsine ou de la safranine pendant 1 minute pour la contre-coloration.

Rincer a l'eau distillée et laisser sécher la lame.

YV V.V V V V V V V

Observer au microscope optique a immersion (objectif x100).
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4. Prélevement des échantillons et site de collecte

Les bactériophages sont présents de maniére universelle dans une grande diversité
d'écosystémes, qu'ils soient naturels ou artificiels(Batinovic et al., 2019). Cependant, leur
densité est particulierement élevée dans les milieux fortement colonisés par les bactéries,
comme les eaux usées, qui constituent de véritables réservoirs de diversité virale. En nous
appuyant sur ce constat, nous avons sélectionné différents sites de prélévement afin

d'explorer cette richesse écologique et d’augmenter nos chances d’isolement.

Les caractéristiques détaillées de nos échantillons, incluant les sites de collecte ainsi que les

dates de prélévement, sont présenté dans le Tableau 3 :

Tableau 3 : Origine, sites et dates de collecte des échantillons

Echantillon Date Heure Lieu de prélevement Localisation

N

Q Hotel Ibis @ x%

BOUHANNAK Man!urah
ssiall

3}

\

Echantillon "M"
26/04/2026 | 15 :00
Eau usée Mansourah

Echantillon "K"
26/04/2026 | 15 :36
Eau usée kodiya

Echantillon" S"
23/04/2026 | 10 :00
Eau usée Sid Daoudi
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Echantillon "A"

26/04/2026 | 15 :20

Eau usée Al hara

Echantillon"H"
Hotel El Baraka \9
4835/ ala> Y

Eau Thermal Hammam 01/04/2026 =
ouarka
Echantillon "B"
Sol Makman Ben 01/04/2026 @ g

Amer

Mecheria
ERCAl
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5. Prétraitement des échantillons

Dans le cadre de I'isolement des bactériophages, les échantillons environnementaux
ont été soumis a un prétraitement. Cette étape vise a réduire les particules solides et les débris

organiques, tout en adaptant les échantillons aux conditions d’analyse microbiologique.

Le protocole appliqué différe selon la nature de 1I’échantillon (eaux usées polluées et de sol),

en tenant compte du type de matrice environnementale.
+¢ Filtration

Dans le processus d’isolement des bactériophages, les échantillons ont été soumis a une
filtration sur membrane. Cette étape a été réalisée a 1’aide d’un filtre & membrane stérile de
0,22 um, monté sur un systeme de filtration (Figure 10) de 500 mL équipé d’une pompe a
vide (Elois et al., 2023) .

La filtration permet de retenir les cellules bactériennes et les débris cellulaires, tandis que les
bactériophages, de taille inférieure, traversent la membrane et sont récupérés dans le filtrat

destiné¢ aux étapes ultérieures d’isolement, conformément aux protocoles décrits dans la

littérature (Elois et al., 2023; Sada et Tessema, 2024).

La Figure 10 présente le systeme de filtration sous vide utilisé lors du prétraitement des

échantillons.

Figure 10 : Systéme de filtration par une pompe a vide
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Le Tableau 4 représente les différentes étapes de traitement des échantillons d’eau usée et de
sol mises en ceuvre pour la récupération des bactériophages avant leur isolement et leur mise

en évidence.

Tableau 4 : Méthodes de traitement des échantillons d’eau usée et de sol utilisées pour la
récupération des bactériophages.

Eau usée Le sol

e Collecter I'échantillon d'eau usée et |e  Peser 10 g de sol et le suspendre

le transférer dans des tubes de 15 dans une solution tampon stérile
ml. SM buffer (Annexe 2).
e Une centrifugation a été réalisée a4 |e  Agiter le mélange et laisser
°C pendant 10 minutes a 8000 sédimenter pendant 2 heures a
tr/min afin de séparer les particules température ambiante afin de
solides et les débris cellulaires. permettre la sédimentation des
e Recupérer délicatement le particules solides (Bonilla et al.,
surnageant obtenu apres 2016).
centrifugation. e Transférer le mélange dans des
e  Filtrer le surnageant a travers une tubes et centrifuger a 8 000
membrane filtrante de porosité 0,22 tr/min pendant 15 min a 4°C
um afin d'obtenir un filtrat exempt pour séparer la phase solide de
Méthode _ o
de bactéries et contenant la phase liquide.
uniquement les phages isolés. e Récupérer delicatement le
e Conserver le filtrat a 4°C jusqu'a surnageant obtenu apres
utilisation (Bonilla et al., 2016). centrifugation.

e Filtrer le surnageant sous vide a
travers une membrane filtrante
de porosité 0,22 pm afin
d'éliminer toute trace
bactérienne et d'obtenir un filtrat
enrichi en phages(Goller et al.,
2020).

e Conserver le filtrat a 4°C

jusqu'a utilisation ultérieure.
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6. Mise en culture et détection des phages

La détection des bactériophages a ¢té effectuée en suivant le protocole POT

(Phage On Tap) (Bonilla et a/., 2016) .

Les échantillons ont ainsi été directement soumis a la technique de double couche agar afin

de détecter la présence spontan¢e de phages.

> Préparation des souches bactériennes

Pour faciliter la détection des phages, utilisation des bactéries jeunes en pleine
croissance. Pour cela, nous avons d'abord réactivé les huit souches de notre collection dans
du milieu LB liquide. Les cultures ont été laissées pendant une nuit a 37°C sous agitation

pour atteindre la phase exponentielle.
Les souches utilisées sont les suivantes :

= Escherichia coli

= Klebsiella pneumoniae

= Proteus mirabilis

= Enterococcus faecalis

= Staphylococcus aureus

»  Acinetobacter baumannii

*  Bacillus subtilis

» Pseudomonas aeruginosa

» Méthode de double couche (Double layer agar assay, DLA)

La technique a été réalisée selon les étapes ci-apres :
e Une gélose de base a 0,7 % d'agar LB a été coulée en fond de boite de Pétri et laissée

a solidifier a température ambiante (Bonilla et al., 2016).
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e Une gélose semi-solide a 0,3 % d'agar LB a été préparée et maintenue en bain-marie
a 45°C jusqu'a utilisation(Bonilla et al., 2016).

e 150 pL de suspension phagique et 100 uL de culture bactérienne ont ét¢ mélangés
dans un tube stérile et laissés en contact pendant 10 minutes afin de permettre
l'adsorption des phages (Bonilla et al., 2016).

e Ce mélange a ensuite été incorporé dans 7 mL de gélose semi-solide a 0,3 %,
homogénéis¢ délicatement puis vers€¢ sur la gélose de base solidifiée
(Bonilla et al., 2016).

e Les boites ont été incubées a 37°C pendant 24 heures

e La lecture a été effectuée par observation macroscopique toute plage de lyse visible

a été interprétée comme un résultat positif (Kropinski et a/., 2009).

7. Phagogramme par diffusion sur disque

Le phagogramme sur milieu solide repose sur une approche par diffusion a partir de
disques imprégnes de bacteriophages, dont le principe est directement inspiré des méthodes
conventionnelles d'antibiogramme. Cette technique permet d'évaluer, sur gélose, la
susceptibilité d'une souche bactérienne a différents phages, la sensibilité se manifestant par
l'apparition de plages de lyse visibles autour des disques apres incubation
( Skusa et al., 2022 ; Kolenda et al.,2024) .

Cette technique a été réalisé selon une méthode standardisée (Skusa et al., 2022).

e Ajuster la densité de la culture bactérienne en calibrant la densité optique (DO) a 0,08—

0,1 avant I’ensemencement.

® Préparer des boites de Pétri contenant de la gélose LB solide.

e Ensemencer la surface avec la souche bactérienne cible par écouvillonnage (Figurell).

e Déposer des disques stériles a la surface de la gélose a 1’aide d’une pince stérile.

e Imprégner chaque disque avec 10 pL de filtrat de 1’échantillon.

e Utiliser un disque imprégné de tampon stérile (eau physiologique) comme témoin
négatif.

e Incuber les boites a 37 °C pendant 18 a 24 heures.
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e La présence d'une zone de lyse autour d'un disque indique la sensibilité de la souche
bactérienne au  bactériophage contenu dans [I'échantillon  correspondant
(Skusa et al., 2022).

!
¢ %ﬁ _
; (-

Figure 11 : Ensemencement par écouvillonnage pour le phagogramme

8. Préparation du lysat a partir des plages de lyse

La préparation des lysats phagiques a partir des plages de lyse a été réalisée selon les

¢tapes suivantes :

e Les fragments d'agar prélevés au niveau des plages de lyse isolées ont été¢ déposés dans

des tubes a essai contenant 5 mL de bouillon LB (Marashi et al., 2022).

e Les tubes ont ensuite été soumis a une agitation au vortex afin d'assurer une
homogénéisation optimale et de favoriser le relargage des particules phagiques dans le
milieu liquide (Bonilla et al., 2016).

® Les suspensions ont été incubées a 37 °C sous agitation pendant 30 minutes, permettant
une ¢lution efficace des bactériophages dans le bouillon.

e A Il'issue de l'incubation, les suspensions ont été centrifugées a 6000 tr/min pendant 10
minutes afin d'éliminer les débris d'agar et les résidus cellulaires bactériens.

e [e surnageant récupéré a été filtré a l'aide d'un filtre a seringue de porosité 0,22 um,
permettant d'éliminer toute contamination bactérienne résiduelle et d'obtenir un lysat
phagique clarifi¢, conservé a 4 °C jusqu'a utilisation

(Bichet et al., 2021 ; Marashi et al., 2022).
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9.

Conservation des bactériophages

Les stocks phagiques ont été conservés pour une utilisation & long terme selon les

recommandations de Fortier et Moineau (2009).

Les lysats phagiques ont été filtrés a travers des filtres a seringue de 0,22 um afin
déliminer les résidus bactériens et toute contamination particulaire
(Bonilla et al., 2016).

Les lysats filtrés ont été récupérés dans des tubes Eppendorf stériles de 1,5 mL.

900 pL de lysat phagique ont ét¢ mélangés avec 100 pL de glycérol dans chaque tube,
soit une concentration finale de 10%, utilis€ comme agent -cryoprotecteur
(Golec et al., 2011; Pranata et Waturangi, 2025).

Les tubes ont ¢été homogénéisés délicatement puis conservés a -80°C pour une
conservation a long terme, cette température associ¢e au glycérol ayant démontré une
stabilité phagique optimale avec une réduction du titre inférieure a 0,10 log apres 24

semaines(Fortier et Moineau, 2009; Pranata et Waturangi, 2025).
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1. Caractérisation phénotypique des souches bactériennes
étudiées

Préalablement aux tests d'activité lytique, I'ensemble des souches bactériennes a fait I'objet
d'une étape de purification et d'identification confirmée par coloration de Gram, afin de
garantir la pureté et I'identité de chaque souche utilisée et d'assurer la fiabilité des résultats
obtenus. Cette démarche est d'autant plus importante que les bactériophages sont reconnus
pour leur spécificité d'hote extrémement étroite : chaque phage ne reconnait que des
récepteurs précis a la surface bactérienne lipopolysaccharides, protéines membranaires,
flagelles ou pili qui varient considérablement d'une espeéce a l'autre, voire d'une souche a
l'autre au sein d'une méme espece(Hyman et Abedon, 2010; Jia et al., 2023). L’identification
des souches hdtes est donc essentielle, car toute confusion aurait pu conduire a des résultats

erronés et a une mauvaise interprétation de l'activité lytique observée.

Les observations macroscopiques et microscopiques correspondantes sont présentées dans le
Tableau 5.

Tableau 5 : Résultats de l'observation macroscopigue et microscopique des souches
bactériennes étudiees

Souches ] ] ]
Gram o Aspect macroscopiques Aspect microscopique
bactériennes

Bacilles courts

Colonies roses, rondes,

lisses

Escherichia
coli
Gram
négatif
. Colonies roses, larges,
Klebsiella 9 _ )
. mucoides, a aspect visqueux, Bacilles encapsulés
pneumoniae
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Colonies incolores, lisses, de
taille variable, avec un _

. . Bacilles pléomorphes

essaimage envahissant la

surface de la gélose

Proteus
mirabilis

Colonies incolores a blanc-

grisatre, rondes, lisses,

Acinetobacter

baumannii
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Colonies irréguliéres a bords

dentelés, plates

Bacilles fins

Gram

positif

Pseudomonas
aeruginosa
Colonies petites, grises a
noires, entourées d'un halo
noir caractéristique dd a Coques en chainettes
I'nydrolyse de I'esculine
%%&{"’&-"‘Y e B
ey
Enterococcus Ran s
faecalis

Staphylococcus

aureus

Colonies jaunes a jaune-

dorées, rondes, lisses

Coques en grappes
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Colonies blanc créme,
larges, irregulieres, mates, a

bords ondulés.

Bacillus
subtilis

2. Résultats de double couche agar

Les bactériophages sont reconnus comme les entités biologiques les plus abondantes
de la biosphére, présents dans tous les écosystémes ou des bactéries existent ( Clokie et al.,
2011). Dans cette étude, six échantillons ont été prélevés depuis trois types de milieux
distincts : des zones de rejet d'eaux usées a Sid Daoudi, Al Hara, Kodiya et Mansourah
(Wilaya de Tlemcen), une source d'eau thermale au hammam Ouarka et un échantillon de sol
a Makman Ben Amar (Wilaya de Naama). Les résultats obtenus confirment que les eaux
usées constituent la source la plus favorable a l'isolement de bactériophages actifs, tandis

qu'aucune activité n'a été détectée dans les deux autres milieux.
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Les eaux usées municipales, constituées d'un mélange de rejets domestiques et

industriels, hébergent une grande diversité de bactéries et de bactériophages associés,

représentant ainsi une source privilégiée pour l'isolement de phages actifs contre un large

¢ventail de pathogeénes bactériens (Schwarz et Mathieu, 2024).

Les résultats détaillés de 1’activité phagique en fonction des échantillons et des souches

bactériennes sont présentés dans le Tableau 6.

Tableau 6 : Activité phagique des échantillons environnementaux selon I’origine du milieu et
les souches bactériennes testées

) L’eau
Eaux usées Sol
thermale
A B
_ H
Souche M K S (Sid (Makman
. ) | (Hammam
bactérienne | (Mansourah) | (Kodiya) (Al Daoudi) Ben
Ouarka)
Hara) Amar)
Escherichia
] + + - - - -
coli
Klebsiella
- + - - - - -
pneumoniae
Proteus
— — + — — —_—
mirabilis
Enterococcus
faecalis

Staphylococcus

aureus

Acinetobacter

baumannii

Bacillus

subtilis

Pseudomonas

aeruginosa

Vo4 présence de plages de lyse

— : absence de plages de lyse
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L'isolement de bactériophages a partir des échantillons environnementaux étudiés a
permis de mettre en évidence une activité lytique contre certaines souches bactériennes
multirésistantes. Les résultats obtenus montrent la présence de plages de lyse sur Profeus
mirabilis pour l'échantillon A, sur Escherichia coli pour l'échantillon K, ainsi que sur
Escherichia coli et Klebsiella pneumoniae pour I'échantillon M. Ces observations confirment
la présence de bactériophages infectieux capables de reconnaitre et de lyser spécifiquement

certaines entérobactéries d'intérét clinique.

Les plages de lyse observées dans cette ¢tude étaient majoritairement de petite taille et
présentaient une morphologie punctiforme (Figure 12). Toutefois, cette caractéristique ne
traduit pas nécessairement une faible efficacité lytique : selon Abedon et Yin (2009) ainsi que
Gallet et al (2011), la taille des plages dépend de plusieurs facteurs, notamment le taux
d'adsorption du phage, la durée du cycle infectieux et la capacité des virions a diffuser dans la
gélose. Plusieurs explications complémentaires peuvent ainsi rendre compte de la petite taille

des plages observées :

— Un taux d'adsorption élevé, qui permet aux phages d'infecter rapidement les bactéries
voisines apres leur libération ; cette infection localisée limite la diffusion dans la

gélose et conduit a la formation de plages compactes (Gallet et al., 2011).

— A linverse, un faible taux d'adsorption, ou la réduction de la taille des cellules
bactériennes en phase stationnaire tardive, qui diminue la probabilité d'infection et
ralentit la propagation des virions, conduisant également a des plages de petite taille

(Panteleev et al., 2025).

— Les caractéristiques propres aux souches hotes multirésistantes utilisées : chez
Klebsiella pneumoniae notamment, la présence d'une capsule polysaccharidique peut

réduire la propagation des virions dans le tapis bactérien (Pan et al., 2017) .

— La dynamique de croissance bactérienne au cours de l'incubation : pendant les 1824
h de la double couche agar, les bactéries passent progressivement de la phase
exponentielle a la phase stationnaire, et la plupart des phages ne pouvant infecter
efficacement que des bactéries en croissance active, la taille de la plage se trouve

limitée dans le temps dés que la croissance bactérienne ralentit (Santos et al., 2009).
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A) B)

Figure 12 : Plages de lyse observées par la méthode de double couche d’agar.

(A) Activité lytique contre Proteus mirabilis pour I’échantillon A
(B) Activité lytique contre Escherichia coli pour I’échantillon K

(C) Activité lytique contre Escherichia coli pour I’échantillon M

(D) Activité lytique contre Klebsiella pneumoniae pour I’échantillon M

Le faible diamétre des plages de lyse observées étaient nettes et bien délimitées, une
morphologie généralement associée a des phages strictement lytiques et & une destruction
efficace des bactéries hotes (Kutter et al., 2010). Cette caractéristique constitue un critére

favorable en perspective d’applications thérapeutiques. Par ailleurs, contrairement a certaines

54



Résultats et discussion

¢tudes rapportant des plages plus larges ( Lin et al., 2017), les résultats obtenus suggerent une
activité lytique réelle, possiblement liée a une diffusion plus limitée des phages dans la gélose

(Kropinski et al., 2009; Clokie et al., 2011).

L’activité observée contre Proteus mirabilis dans 1’échantillon A (Figurel2(A)) s’inscrit en
cohérence avec des travaux antérieurs ayant mis en évidence 1’efficacité de phages lytiques
dirigés contre cette espéce. A ce titre, Hao et al. (2023 )ont rapporté que le bactériophage Q29
présentait une activité¢ lytique sur une proportion notable de souches multirésistantes de
P mirabilis, suggérant un spectre d’hote relativement étendu et un potentiel thérapeutique

intéressant.

Concernant Escherichia coli (Figurel2(B, C)) I’activité lytique mise en évidence dans notre
étude est cohérente avec plusieurs travaux récents. Zhou et al. (2025) ont isolé un
bactériophage a ADN double brin circulaire, Henu8, présentant une forte capacité lytique vis-
a-vis de souches d'E. coli, avec une adsorption ¢élevée et la formation de plages claires
entourées d'un halo translucide étroit. Molina et al. (2020) nuancent toutefois ce constat : si
dix phages nouvellement isolés présentaient un large spectre, capables de lyser au moins 50
% des hotes testés, certaines souches d'E. coli sont restées réfractaires a I'ensemble des
phages de référence ou environnementaux testés, illustrant la variabilité de sensibilité qui

peut exister au sein méme d'une espece sensible.

L'activité lytique observée contre Klebsiella pneumoniae(Figurel2(D)) est également
cohérente avec les résultats de Gan et al. (2022), qui ont démontré 1'efficacité de certains
bactériophages contre des souches multirésistantes de cette bactérie, confirmant l'intérét
croissant de la phagothérapie comme approche prometteuse dans la lutte contre les infections

a K. pneumoniae.

L'absence de plages de lyse observée pour certains échantillons ne signifie pas
nécessairement l'absence de bactériophages. Elle peut résulter de la forte spécificité des
interactions phage—bactérie, la plupart des phages ne pouvant infecter qu'un nombre limité de
souches bactériennes (Hyman et Abedon, 2010). De plus, certains mécanismes de défense
bactériens, tels que les systtmes CRISPR-Cas ou les prophages, peuvent empécher la

réplication virale et la formation de plages visibles (Hampton et al., 2020).
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A) B)

Figure 13 : Absence de plages de lyse observée par la méthode de double couche d’agar pour
les échantillons environnementaux négatifs.

(A) Absence de plages de lyse de I'échantillon S (eaux usées) sur tapis de

Staphylococcus aureus

(B) Absence de plages de lyse de I'échantillon H (eau thermale) sur tapis de

Pseudomonas aeruginosa
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Ces observations pourraient €galement s’expliquer par la présence de phages tempérés,
capables d’alterner entre un cycle lytique et un cycle lysogénique. Dans ce dernier cas, le
génome phagique s’intégre dans celui de la bactérie hote sous forme de prophage sans
provoquer immédiatement sa lyse, ce qui peut entrainer une absence ou une faible intensité
de Tlactivit¢ Iytique et empécher la formation de plages visibles (Figure 12)

(Howard-Varona et al., 2017; Gummalla et al., 2023).

Par ailleurs, aucune activité lytique n'a ¢été observée contre Staphylococcus aureus,
Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa et Bacillus subtilis, quel que soit le type

d'échantillon analysé.

Chez P. aeruginosa (Figure 12(A)) en particulier, ses multiples modes de motilité, sa capacité
a communiquer par quorum sensing, a former des biofilms résistants et ses nombreux
mécanismes d'adaptation en font un pathogene particulieérement difficile a cibler, idéalement
adapté a la transmission nosocomiale (Sharma et al., 2021), ce qui peut contribuer & masquer
ou a inhiber l'activité des phages présents dans nos filtrats environnementaux

(Hyman et Abedon, 2010; Hampton et a/., 2020).

Pourcel et al. (2020) confirment cette hétérogénéité de réponse a l'échelle d'une large
collection clinique : sur plus de 200 souches de P. aeruginosa testées contre plusieurs phages,
environ 9,5 % n'étaient lysées par aucun d'entre eux, tandis que d'autres isolats montraient
une sensibilité a plusieurs phages, traduisant une forte variabilité de la réponse phagique
selon les souches. Cette absence d'activité contre P. aeruginosa dans nos conditions
expérimentales ne remet toutefois pas en cause le potentiel thérapeutique des phages contre
cette bactérie Ferry et al. (2022) ont décrit la guérison complete d'un patient présentant un
abces rachidien causé par une souche panrésistante de P. aeruginosa, traitée a l'aide d'un
cocktail de phages personnalis¢ associ¢ a la chirurgie et a l'antibiothérapie. Ces résultats
cliniques contrastent avec l'absence d'activité observée dans notre étude et suggeérent que
celle-ci reflete davantage une limite de spécificité entre nos isolats environnementaux et les

souches testées qu'une incapacité générale des phages a cibler cette espece.

Concernant Staphylococcus aureus (Figurel2(B)), les études rapportent des résultats
prometteurs pour la phagothérapie, notamment dans le traitement des infections du pied
diabétique, ou elle contribue a réduire la charge bactérienne et a favoriser la cicatrisation dans
des modeles expérimentaux et certains cas cliniques, avec une bonne tolérance lorsqu'elle est

associée aux traitements classiques (Plumet et al., 2025).
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Moller et al. (2019) précisent toutefois que le spectre d'hote des phages de Staphylococcus
est fortement influencé par de nombreux mécanismes de résistance bactérienne, notamment
l'altération des récepteurs de surface et les systemes de défense intracellulaires, des
mécanismes variables d'une souche a l'autre qui limitent la prédictibilité de la sensibilité des
isolats. Ces éléments suggerent que l'absence d'activité observée contre S. aureus dans notre
¢tude ne remet pas en cause le potentiel thérapeutique global de la phagothérapie contre cette

bactérie, mais refléte plutot la spécificité étroite des phages environnementaux isolés.

De méme, pour Acinetobacter baumannii (Figure 12(C)), Choi et al. (2024) rapportent que
certains bactériophages ont montré une activité¢ contre des isolats multirésistants, mais que
leur spectre lytique restait limité a une fraction seulement des souches étudiées. Cette
variabilité de sensibilité, déja documentée dans la littérature, peut expliquer l'absence
d'activité observée contre les isolats testés dans notre étude, sans pour autant exclure

l'existence de phages actifs contre cette espece dans d'autres conditions d'isolement.

L'absence totale d'activité phagique dans I'échantillon d'eau thermale (H) peut étre liée aux
conditions extrémes de ce milieu. Les températures élevées et la forte minéralisation peuvent
altérer les protéines de la capside et celles impliquées dans la reconnaissance de 1'hote,
réduisant ainsi la capacité infectieuse des phages non thermophiles (Greenrod et al., 2024).
L'adsorption et les premieres étapes du cycle phagique peuvent alors étre fortement
perturbées (Prangishvili, 2013; Greenrod et al., 2024). Dans les conditions de notre étude,
cette observation suggere que l'eau thermale du hammam Ouarka ne constitue pas une source

favorable pour l'isolement de phages actifs contre les bactéries multirésistantes testées.

L'absence de lyse dans I'échantillon de sol (B) peut s'expliquer par la structure complexe de
ce milieu, qui limite les contacts entre phages et bactéries et favorise l'adsorption des
particules virales sur les particules solides, réduisant ainsi leur récupération lors de
l'isolement (Williamson et al., 2005). Par ailleurs, une proportion importante des phages du
sol peut persister sous forme lysogénique sans provoquer de lyse détectable dans les

conditions expérimentales classiques (Kimura et al., 2008; Williamson et al., 2017).

Bien que les eaux usées soient reconnues comme des réservoirs importants de bactériophages
(Schwarz et Mathieu, 2024), I’échantillon S n'a révélé¢ aucune activité lytique (Figure 12).
Cette observation peut étre liée a une faible concentration de phages infectieux dans cet

¢chantillon spécifique, ou a une incompatibilité avec les souches bactériennes utilisées.

58



Résultats et discussion

Lin et al. (2017) ont d'ailleurs montré que l'isolement direct peut parfois conduire a des
résultats négatifs, et qu'une étape préalable d'enrichissement permet souvent de révéler la

présence de phages qui seraient autrement indétectables.

Dans l'ensemble, ces résultats négatifs semblent davantage refléter les contraintes liées a la
spécificit¢é phage—hdte, aux mécanismes de résistance bactérienne et aux caractéristiques
environnementales des échantillons, qu'une absence réelle de bactériophages dans les milieux

étudiés.

Le phagogramme réalisé sur les quatre souches bactériennes n'a révelé aucune zone de lyse
visible (zones claires), et ce pour I'ensemble des échantillons testés. Les tapis bactériens sont
apparus homogenes et continus sur toute la surface des boites, sans aucune plage de lyse

visible a I'eeil nu (Figure 14).

La figure 14 illustre des exemples représentatifs du phagogramme montrant I'absence de
zones de lyse pour les échantillons K et S, confirmant le caractére négatif des résultats

obtenus pour I’ensemble des souches testées

Figure 14 : Résultats du phagogramme sur tapis bactérien de Escherichia coli et

Pseudomonas aeruginosa apres 24h d'incubation a 37°C.
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Une discordance marquée a été observée entre les résultats positifs obtenus par la méthode de
double couche d'agar et les résultats négatifs issus du phagogramme par diffusion sur disque.
Cette divergence s'explique principalement par les différences de sensibilité inhérentes a ces

deux approches expérimentales.

La méthode de diffusion sur disque repose sur la migration passive des particules phagiques a
travers la gélose solide, un processus fortement limité par la taille des virions et la structure
du réseau d'agar. A ce titre, Skusa et al. (2022) ont montré qu'une concentration élevée de
phages généralement supérieure a 106 PFU/mL est requise pour induire une zone de lyse
détectable par cette technique. Par ailleurs, la stabilité de certains phages peut étre altérée lors
du séchage sur les disques, ce qui contribue a réduire davantage la probabilité d'observer une

lyse mesurable par le phagogramme (Panteleev et al., 2025).

A l'inverse, la méthode de double couche permet une mise en contact directe et homogéne
des bactériophages avec les bactéries hotes au sein de la gélose molle, favorisant 1'adsorption,
la réplication et la lyse bactérienne méme en présence de faibles titres phagiques. Des
concentrations inférieures a 10*° PFU/mL, insuffisantes pour étre détectées par diffusion sur
disque, peuvent ainsi conduire a la formation de plages de lyse visibles en double couche agar

(Mayer et al., 2008).

Ainsi, I'absence de zones de lyse lors du phagogramme ne doit pas étre interprétée comme
une absence d'activité phagique, mais refléte plutot les limites méthodologiques de cette
technique par rapport a la sensibilité supérieure de la double couche d'agar (Acs et al., 2020;

Skusa et al., 2022).

Dans I’ensemble, nos résultats montrent que les bactériophages isolés a partir des eaux usées
de la région de Tlemcen présentent des profils d’activité variables selon les bactéries testées.
La comparaison avec les études confirme que cette diversité de réponses est fréquemment
observée et reflete la complexité des interactions entre phages et bactéries. Ces observations
apportent ainsi une contribution supplémentaire a la compréhension du potentiel des phages

environnementaux et de leur intérét dans la lutte contre les bactéries multirésistantes.
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e Résultats de préparation des lysats phagiques a partir des plages de lyse :

Les lysats phagiques ont été préparés a partir des plages de lyse obtenues lors du criblage par
la technique de double couche d'agar, pour I'ensemble des quatre souches bactériennes ayant

présenté un résultat positif. Le résultat est illustré dans la Figure 15.

Figure 15 : Résultat de la préparation des lysats phagiques

e Résultat de conservation :

Figure 16 : Conservation des lysats phagiques dans les micro-tubes stériles.
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Conclusion

L’essor des bactéries multirésistantes et la diminution de I’efficacité des antibiotiques
constituent aujourd’hui une préoccupation majeure de santé publique a 1’échelle mondiale

(Murray et al., 2022).

Face a I’augmentation des échecs thérapeutiques, la recherche d’alternatives efficaces est
devenue indispensable. Dans ce contexte, les bactériophages, virus capables d’infecter et de
détruire spécifiquement les bactéries, apparaissent comme une approche prometteuse pour
compléter ou remplacer certains traitements antibiotiques conventionnels (Kortright et al.,
2019).

Au cours de ce travail, nous avons mis en évidence la présence de bactériophages actifs dans
certains écosystémes de la région de Tlemcen, en particulier dans les eaux usées, confirmant
ainsi que ces milieux constituent des réservoirs privilégies de phages capables de cibler
efficacement des bactéries pathogénes (Aghaee et al., 2021). Les phages isolés ont présenté
une activité lytique contre plusieurs Entérobactéries multirésistantes, notamment Escherichia

coli, Klebsiella pneumoniae et Proteus mirabilis.

Les plages de lyse observees, bien que generalement de petite taille, étaient claires et bien
délimitées, ce qui traduit une activité lytique efficace et une destruction localisée des

bactéries hotes

A T’inverse, nous n’avons observé aucune activité lytique contre Staphylococcus aureus,
Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa et Bacillus subtilis. De méme, les
échantillons issus du sol et de I’eau thermale n’ont pas permis de révéler la présence de
phages actifs dans les conditions expérimentales employées. Ces résultats rappellent que
I’isolement des bactériophages dépend fortement de la spécificité phage—hote, des
caractéristiques propres aux environnements étudiés ainsi que des méthodes utilisees pour

leur récupération et leur détection (Hyman et Abedon, 2010; Williamson et al., 2005).

Dans notre étude, les eaux usées de la région de Tlemcen se sont révélées plus favorables a
I’isolement de bactériophages actifs que les échantillons de sol et d’eau thermale prélevés
dans la wilaya de Nadma, soulignant I’influence du milieu d’origine sur la détection de

’activité phagique.
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Conclusion

La poursuite de ces travaux vise a valoriser le potentiel des bactériophages comme alternative

thérapeutique face a I’antibiorésistance. Les perspectives principales sont les suivantes :

e La caractérisation morphologique et moléculaire des phages isolés afin de confirmer

leur nature lytique.
e L’¢évaluation ¢€largie de leur spectre d’hote sur des souches cliniques multirésistantes.
e L’étude de leur efficacité in vivo et sur les biofilms bactériens.

e L’exploration d’approches combinées, notamment les cocktails de phages et leur

association avec les antibiotiques.

A terme, face a I'impasse thérapeutique que représente I’antibiorésistance a I’échelle
mondiale, il devient nécessaire de passer de la recherche fondamentale a des applications
concrétes, afin de permettre le développement de la phagothérapie comme solution
biologique au sein de notre systeme de santé national, au bénéfice direct des patients dans

notre pays.
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Annexe 1 : matériel non biologique

Annexes

Milieu de culture

Mueller-Hinton (MH)
Luria Broth (LB)
Gélose molle LB a 3g/I

Appareillage

Systeme de filtration
Pompe a vide
Autoclave
Incubateur

Vortex

Microscope optique
Centrifugeuse

Bain marie
Densitomeétre
Balance de précision
Plagque chauffante
pH-métre

Agitateur magnétique

Verreries

Flacon en verre
Tube en verre
Pipette pasteur
Erlenmeyer
Eprouvette
Becher

Autre matériel

Boite petri

Anse de platin

Lames et lamelles

Micro filtre 0,22 pm

Filtre seringue 0,22 pm
Papier whatman
Micropipette 1000 ul, 100 pl
Les écouvillons

Microtubes Eppendorf
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Annexe 2 : composition du milieu de culture

Milieu de culture

Composition chimique (pour 500 mL)

Infusion de viande de beeuf ................. 1,0g
Hydrolysat acide de caséine ................. 8,759
La gélose MH (Mueller-Hinton) AMIAON ..o 0,759
AQAN . 8,59
PH oo 7,3+0,1
TIYPLONE. ..o 5¢
NACH..ciiie e 59
Bouillon Luria Broth (LB Extrait de [eVUr€.......oovoeeeeeeeeeeen, 259
liquide) CaCl2...ociic e 0,189
PH oo 70+£0,2
TIYPLONE. ..o 5g
NACL..ciiie e 59
Gélose LB solide Extrait de levure..........cccoceeveievievnenen, 2,59
AGAT .o 7,59
CaCl2...uviieece e 0,18g
PH oo 70+£0,2
TIYPLONE...coiiiiiiiie e 59
NaCl ..o 50
Gélose LB semi-solide Extrait de levure..........ccooevveiiincnnn, 2,50
AGAT i 30
CaCl2...eiceiece e 0,18g
PH oo 70+£0,2
PEPIONE ..ovviiiiiee e 5049
Extrait de viande ..........ccccoeeeveieciennn, 3090
Gelose nutritive NACH ..o 5,00
AGAC i 15,09
PH oo 7,0+0,2
NaCl .o 2,99
MOSO...cciiiiiiiieie e 1,09
Tampon SM 7I—!20 ........................................ 10¢9
TrissHCI (A M, pH 7,5) o, 25mL
GElatiNe......cvevveieiee e 0,05
OPH . e 7,5
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Abstract

The increasing prevalence of multidrug-resistant (MDR) bacteria and the declining effectiveness of antibiotics represent a
major public health challenge. In this context, bacteriophages have emerged as a promising alternative due to their ability to
specifically infect bacterial hosts. The aim of this study was to isolate bacteriophages from environmental samples and
evaluate their antibacterial activity against multidrug-resistant bacterial strains.

Phage isolation was performed using the double-layer agar technique, and phage activity was assessed by phagogram
analysis. The results revealed the presence of lytic bacteriophages active against Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
and Proteus mirabilis, whereas no activity was observed against the other tested strains. Although the phagogram did not
reveal visible lysis zones, the double-layer agar method confirmed the presence of active phages.

These findings highlight the potential of bacteriophages as antibacterial agents and provide promising prospects for the
future development of innovative therapeutic approaches aimed at complementing and strengthening current strategies for
combating infections caused by multidrug-resistant bacteria.

Keywords: multidrug-resistant bacteria; bacteriophages; phage therapy; Iytic activity
Résumé

L’augmentation des bactéries multirésistantes (BMR) et la diminution de I’efficacité des antibiotiques constituent un défi
majeur pour la santé publique. Dans ce contexte, les bactériophages apparaissent comme une alternative prometteuse grace a
leur capacité a infecter spécifiquement les bactéries. Ce travail avait pour objectif d’isoler des bactériophages a partir
d’échantillons environnementaux et d’évaluer leur activité antibactérienne contre des souches bactériennes multirésistantes.

L’isolement phagique a été réalisé par la technique de double couche agar et I’activité des phages a été évaluée par
phagogramme. Les résultats ont révélé la présence de bactériophages Iytiques actifs contre Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae et Proteus mirabilis, tandis qu’aucune activitét n’a été observée contre les autres souches testées.
Bien que le phagogramme n’ait montré aucune zone de lyse, la méthode de la double couche a confirmé la présence de
phages actifs.

Ces résultats mettent en évidence le potentiel des bactériophages comme agents antibactériens et ouvrent des perspectives
intéressantes pour le développement futur d’approches thérapeutiques innovantes visant a compléter ou a renforcer les
stratégies actuelles de lutte contre les infections causées par les bactéries multirésistantes.

Mots-clés : Bactéries multirésistantes, bactériophages, phagothérapie, activité lytique.
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