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Résumé

L'un des défis du secteur de la péche est la perte au niveau de la production et de la
commercialisation due aux bactéries. La lutte contre ces bactéries repose sur les antibiotiques
et a pour conséquence la résistance multiple des pathogénes aux antibiotiques.

Il a été démontré que les phages peuvent étre appliqués en aquaculture pour combattre les
bactéries pathogénes des poissons. Ainsi, des bactériophages ont été recherchés a partir de
I’eau du lac de Sélingué et leur efficacité a été déterminée pour le biocontr6le de Vibrio
cholerae, bactérie pathogene isolée de Coptodon zillii du méme lac. Ainsi, sur deux cents
(200) echantillons de poisson (Coptodon zillii), la flore de bactéries pathogénes a été
recherchée. Un bactériophage lytique contre les isolats de Vibrio cholerae a été isolé,
multiplié et purifié. L’activité lytique de ce bactériophage a été déterminée en utilisant Vibrio
cholerae comme bactérie hdte. Les résultats montrent que, Vibrio cholerae isolée de
Coptodon zillii utilisée pour la multiplication du vibriophage a permis d’obtenir un titre de la
solution phagique de 1,9 10° UFP/ml. L utilisation du vibriophage isolé dans le contréle de la
croissance des isolats de Vibrio a entrainé une diminution jusqu'au minimum de la
concentration bactérienne dans les co-cultures Vibrio et phage lytique isolés par rapport au
témoin sans phage aprés 60 minutes d’incubation. L’étude a révélé que le vibriophage isolé
est un phage lytique a gamme d'hotes étroite, de faible temps de latence et a une forte activité
Iytique contre Vibrio cholerae. Cette étude pourrait constituer une base pour 1’application des
phages pour le biocontrole des infections a Vibrio en pisciculture au Mali.

Mots clés : Bactériophage, Vibrio, Coptodon zillii, lac de Sélingué, Mali.

Abstract

One of the challenges facing the fishing industry is the production and marketing losses
caused by bacteria. The fight against these bacteria relies on antibiotics, resulting in multiple
antibiotic resistance in pathogens.

It has been shown that phages can be applied in aquaculture to combat fish pathogenic
bacteria. Bacteriophages were tested in water from Lac de Sélingué and their efficacy was
determined for biocontrol of Vibrio cholerae, a pathogenic bacterium isolated from Coptodon
zillii from the same lake. Two hundred (200) fish samples (Coptodon zillii) were analyzed for
pathogenic bacterial flora. A bacteriophage lytic against Vibrio cholerae isolates was isolated,
multiplied and purified. The lytic activity of this bacteriophage was determined using Vibrio
cholerae as the host bacterium. The results showed that Vibrio cholerae isolated from
Coptodon zillii was used to multiply the vibriophage, resulting in a phage solution titre of 1.9
108 PFU/mI. The use of isolated vibriophage in the growth control of Vibrio isolates resulted
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in a decrease to the minimum of bacterial concentration in Vibrio co-cultures and isolated
lytic phage compared with the phage-free control after 60 min incubation. The study revealed
that the isolated vibriophage is a lytic phage with a narrow host range, low latency and high
Iytic activity against Vibrio cholerae. This study could provide a basis for the application of
phages for the biocontrol of Vibrio infections in fish farming in Mali.

Key words: Bacteriophage, Vibrio, Coptodon zillii, Lac de Sélingué, Mali.

1. Introduction

La production mondiale des cichlidaes représente 35,84% avec un revenu de 83 milliards de
dollars en 2018. Les cichlidaes contribuent non seulement a 1’économie, mais aussi a la
sécurité alimentaire et nutritionnelle mondiale (FAO, 2020 ; Naylor et al., 2021).

Cependant, les maladies infectieuses notamment bactériennes provoquent au niveau du
secteur de la péche, des pertes dans la production et dans la commercialisation (Stentiford et
al., 2020 ; Stentiford et al., 2017). La lutte contre ces maladies repose sur I’utilisation des
antibiotiques, en particulier dans les pays a revenu faible. Par conséquent, le probléme
mondial de la résistance multiple des pathogénes aux antibiotiques devient de plus en plus
omniprésent (Guz et Kozinska, 2004 ; Patil et al., 2016 ; Stratev et Odeyemi, 2016).

Les approches non antibiotiques peuvent réduire au minimum les besoins en antimicrobiens
pour lutter contre les maladies infectieuses chez les animaux mais aussi chez les humains
(Hoelzer et al., 2018). L’ utilisation des bactériophages est I'une des approches respectueuses
de l'environnement qui peut remplacer ou compléter pour réduire le risque de maladie
bactérienne et de résistance aux antimicrobiens chez les animaux aquatiques.

Les bactériophages lytiques (également appelés phages) sont des virus qui possedent la
particularité d’infecter exclusivement et de tuer les cellules bactériennes (Kutateladze et
Adamia, 2010). La phagothérapie est une option viable pour lutter contre les infections
bactériennes en raison de leurs avantages unigues, hotamment une grande spécificité d'héte,
une autoprolifération rapide et une faible toxicité intrinséque (Cao et al., 2021).

Des études antérieures ont démontré que les phages peuvent étre appliqués en aquaculture
pour combattre les bactéries pathogénes des poissons (Anand et al., 2016 ; Cao et al., 2020 ;
Dang et al., 2021 ; Jun et al., 2013 ; Le et al., 2018). Par conséquent, la stratégie utilisant les
phages pour le biocontrdle des bactéries pathogeénes est devenue de plus en plus attrayante.
Plusieurs études ont montré I'effet protecteur des phages contre Aeromonas hydrophila (Cao
et al., 2020), Pseudomonas aeroginosa (Koudou et al., 2020), Vibrio (Cui et al., 2021). Au
Mali, tres peu d’études ont concerné 1’utilisation des bactériophages dans la lutte contre les
bactéries pathogenes.

Ainsi cette étude a consisté a isoler les bactériophages a partir du lac de Sélingué et a
déterminer leur efficacité pour le biocontr6le de Vibrio cholerae pathogéne, isolées du
Coptodon zillii du méme lac.

2. Matériel et Méthodes
2.1. Matériel biologique

- Espéce de poisson :

Au total, deux cents (200) échantillons de Coptodon zillii, de masse et de taille variable, ont
été prélevés dans le lac de Sélingué a Faraba et Carriére. lls ont été transportés au laboratoire
dans des flacons stériles sous glace.
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- Souche bactérienne :
Une souche de Vibrio cholerae, isolé des poissons (Coptodon zillii) du lac de sélingué a été
utilisé comme bactérie hote pour la recherche de phages Iytiques.

2.2. Isolement des souches bactériennes

Sur les échantillons de poisson (Coptodon zillii), la flore de bactéries pathogenes a été
recherchée. Ainsi, 25 g de prise essai constituée de peau, de chair, d’intestin et de branchie
ont été homogénéisés avec 225 ml d’eau peptonée tamponnée (EPT) dans un Stomacher. Dix
(10) ml de cette suspension ont été ajoutés a 90 ml de milicu d’enrichissement, le bouillon de
Bolton qui a été incubé pendant 6 heures & 37°C puis a 42°C pendant 48 heures en micro-
aérobie. Le bouillon Bolton enrichi a été utilisé pour ensemencer la gélose thiosulfate-citrate-
bile salt sucrose agar (TCBS) et incubé pendant 48 heures a 42°C en micro-aérobie.

Les colonies typiques et suspectes de Vibrio ont été repiquées sur un milieu non sélectif, le
milieu Plate Count Agar (PCA) par la technique de strie d’épuisement dans des boites de Pétri
a I’aide d’une anse de platine. Les boites ainsi ensemencées ont été incubées a 37°C pendant
24 heures. Apres incubation, les colonies isolées ont été repiquées une seconde fois par la
méme technique jusqu’a I’obtention de cultures pures. La confirmation de 1’espéce a été faite
par 1’observation microscopique a 1’état frais et apres coloration de GRAM, puis par
utilisation du test biochimique API 20 E.

2.3. Enrichissement, isolement et purification de bactériophage

Dans le lac de Sélingué, 500 ml d’eau ont été préleves dans un flacon stérile et utilisés pour
isoler les bactériophages. Dans des conditions aseptiques, une premiere filtration a été faite,
dans un tube a essai stérile a I’aide d’une seringue sur laquelle a ét¢ monté un Millex® de
porosité 0,45 um. Un volume de 100 ml du filtrat a été retenu dans un autre tube a essai stérile.

Un volume de 9 ml du filtrat a été préleveé et ajouté a 1 ml de suspension de Vibrio cholerae
en phase exponentielle cultivé dans du bouillon nutritif. Le tout a été incubé a 37°C pendant
24 heures.

Apreés I’incubation, la culture a été filtrée a 1’aide du filtre Millex® 0,45um dans un tube a
essai stérile. Le filtrat phagique ainsi obtenu a été utilisé pour déterminer 1’efficacité et le titre
de la solution phasique ou I’inoculum phasique.

2.4. Détermination du titre de la solution de phage
Le titre de la solution de phage est le nombre de particule viral par millilitre. Dans cette étude
il a été déterminé selon la méthode modifiée de (Zhao et al., 2019).

Une série de dilution décimale (10 & 10™?) a été réalisée avec un tampon de CaCl,. Cent
(100) pl d’une culture de Vibrio cholerae de 24 heures ont été ajoutés a 5 ml d’une gélose
molle a 7 % d’agar. La gélose molle a été coulée en seconde couche sur la gélose solide, avant
de déposer 10 pl de chaque dilution de phages sur la gélose a double couche a I’aide d’une
pipette Paster. Les boites ainsi ensemencées de culture de Vibrio et de solution de phage ont
été incubées a 37° C pendant 24 heures. Le titre du phage a été calculé a partir du nombre de
plages de lyses observées sur la gélose comme décrit par (Kutter, 2009).

Apreés les 24 heures d’incubation, les plages de lyse ont été dénombrées. En rapportant le
volume en millilitre et en multipliant par le facteur de dilution, le titre du lysat original
UFP/mL a été obtenu.
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2.5. Test de destruction in vitro des bactéries par les phages
Des essais de destruction des Vibrio par les phages ont été effectués comme décrit
préecédemment (Xie et al., 2018, Wang et al., 2019).

Dans un premier tube (témoin) pour le controle de la croissance bactérienne, la suspension de
Vibrio en phase exponentielle a été mélangée avec le bouillon nutritif. Dans un second tube, la
suspension de Vibrio en phase exponentielle a été mélangée avec un volume égal de solution
de phage et incubé a 37°C pendant 24 heures. La densité optique (DOgoonm) des cultures de
chaque tube a été mesurée a0 ; 15; 30 ; 45 et 60 minutes a I’aide d’un spectrophotométre.

3. Résultats

3.1. Isolement de souche de Vibrio cholerae :

La souche de Vibrio cholerae a été isolée du Coptodon zillii (frais) du lac de Sélingué et
caractérisée a4 l'aide de galerie APl 20%, utilisée comme hote pour le bactériophage
(Vibriophage).

3.2. Activité lytique du phage :

Un bactériophage a été isolé de 1’eau prélevée du lac de Sélingué. L’activité bactériolytique
du bactériophage a été évaluée a l'aide des bactéries pathogenes isolées de Coptodon zillii
provenant du méme plan d’eau. Le bactériophage isolé¢ a montré une activité lytique in vitro
sur I’isolat du genre Vibrio. La bactérie, identifiée comme Vibrio cholerae, cultivée en
présence du bactériophage sur le milieu PCA (Plate Count Agar), a montré des plages de lyses
(figure 1).

Phage + Vibrio cholerae

Figure 1 : Plage de lyse traduisant I'activité lytique du phage sur Vibrio cholerae.

3.3. Cinétique de destruction de Vibrio cholerae par le bactériophage :

La cinetique de destruction de la culture bactérienne a été déterminée en milieu liquide en
suivant 1’évolution de la turbidité et de la densité optique des cultures de Vibrio cholerae dans
le bouillon nutritif (BN) avec bactériophage pendant 24 heures d’incubation. Dans le tube
témoin sans bactériophage (figure 2a), la turbidité a augmenté en fonction de la durée de la
culture, montrant une croissance bactérienne normale. Par contre, dans le tube contenant la
suspension bactérienne plus le bactériophage, la turbidité a diminué en fonction du temps et
par la suite limpide (figure 2b), témoignant ainsi la lyse des cellules de Vibrio cholerae par le
phage lytique (figure 2b).
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Témoin o
Vibrio cholerae + Phage

N:

Figure 2 : L activité lytique du phage sur Vibrio cholerae sur bouillon nutritif.

La densité optique (DOsoonm) de Vibrio cholerae, en culture a été mesurée pendant 24 heures.
Le résultat obtenu a montré que cette densité variait en fonction du temps. Autrement dit, la
concentration en cellules de Vibrio cholerae varie en fonction du temps de culture. En
I’absence de phage, la densité optique dans le témoin a augmenté réguliérement de 0,014 a
0,038 en une (1) heure. Ainsi dans la culture sans phage témoin la concentration a augmenté
progressivement (figure 3).

Par contre, en présence du phage lytiqgue de Vibrio isolé, la densité optique a diminué
progressivement jusqu’a la valeur zéro en une (1) heure.
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Figure 3 : Cinétique de destruction de Vibrio cholerae par le bactériophage isolé.
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3.4. Influence de la température de conservation sur P’activité lytique de I’inoculum
phagique.

La densité optique de solution phagique mesurée pendant 24 heures d’incubation a 4°C et a
37°C a montré un effet significatif sur I’activité lytique.

La conservation de la solution phagique a une base température induit un temps de latence
dans I’activité lytique du phage lytique de Vibrio.

A 4°C, I’effet de la température sur 1’activité lytique se traduit par temps inactivation jusqu’a
15 minutes. Apres ce temps, ’activité lytique du phage commence et se manifeste par
diminution de la concentration de la suspension bactérienne jusqu’a la fin de la culture, avec
une densité optique qui varie de 0,014 a 0,002 en 60 minutes.

A 37°C, D’effet de la température sur I’activité lytique a été non significatif. Cette température
correspondrait a une température favorable a son activité de lyse qui commence au temps T =
0 avec une densité optique (DOgoonm = 0,011) et atteint son niveau maximum de lyse au temps
60 minutes avec une densité optique (DOggonm = 0,00).

En présence de la solution phagique, la population de Vibrio cholerae a été réduite
progressivement jusqu’a 1’élimination presque totale dans le milieu de culture (figure 4).

0,04

)
o
[@]
w
(9]

’

0,03
0,025

0,02 Vibrio en croissance (Témoin)
0,015 Phage +Vibrio (37°C)

0,01 Phage +Vibrio(4°C)

Densité optique (DO600Nm

0,005

0 15 30 45 60

TEMPS ( min.)

Figure 4 : Effet de la température de conservation de 1’inoculum phagique sur son activité
lytique.
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4. Discussion

Les phages sont des prédateurs puissants, spécifiques des especes bactériennes et peuvent étre
appliqués comme agents thérapeutiques dans l'atténuation des maladies, comme agents de
désinfection au niveau des exploitations agricoles et comme agents de conservation
biologique au niveau de la production alimentaire. L'application des bactériophages comme
agents de biocontréle de Vibrio cholerae dans une infection bactérienne peut présenter de
nombreux avantages pour ameliorer la sécurité sanitaire et la durabilité des exploitations
aquacoles.

L’utilisation du bactériophage dans le biocontréle de Vibrio cholerae isolée de Coptodon zillii
a permis de montrer qu’une coévolution antagoniste existe entre le phage et la bactérie isolée
respectivement de I’eau et du poisson du lac de Sélingué.

En effet, Vibrio cholerae isolée de Coptodon zillii a été utilisée pour la multiplication du
vibriophage isolé et un titre de la solution phagique de 1,9 10® UFP/mI avec une densité
optique DOgoonm de 0,331 a été obtenu. Ces résultats sont Iégerement supérieurs a ceux de
Zhao et al. (2019) qui ont trouvé une densité optique DOggonm de 0,5.

De maniére prévisible, I’utilisation du vibriophage isolé de Coptodon zillii dans le contréle de
la croissance des isolats de Vibrio a entrainé une diminution de la concentration bactérienne
dans les co-cultures Vibrio et phage lytique isolés par rapport au témoin sans phage aprés 60
minutes d’incubation, suggérant le role potentiel du phage isolé dans le contréle de I'infection
par Vibrio cholerae. L’effet de biocontréle de Vibrio cholerae par le vibriophage isolé s'est
avéré dépendant du temps et peu de bactéries ont été détectées aprés 60 minutes de culture. Ce
qui indigque que le nombre de bactéries a rapidement diminué jusqu'au minimum apres 60
minutes de co-culture.

Ainsi la mesure de la densité optique a montré qu’il existe une phase de latence comprise 0 &
15 minutes. Ces résultats sont comparables a ceux d’autres auteurs (Abedon et Herschler et
al., 2001, Abedon et Hyman et al. 2003) qui ont trouvé que la période de latence la plus
courte qui était de 4 £ 0.0 minutes pour le phage révélant un temps d'adsorption beaucoup
plus court impliqué dans un cycle d'infection spécifique. 1l a été démontré que plus la période
de latence est courte plus les phages sont généralement plus efficaces pour lyser les bactéries
(Abedon et Culler, 2007 ; Abedon, 2021).

Les propriétés souhaitées pour un contréle efficace des bactéries pathogénes peuvent étre la
virulence des phages, la gamme d'hétes, la période de latence et obligatoirement la propriété
Iytique. D’autres chercheurs ont démontré qu’une large gamme d'hotes présente généralement
de grands avantages dans la lutte contre de multiples agents pathogenes dans les infections
(Kim et al., 2015 ; Nikapitiya et al., 2019). Mais qu’en général, les phages montrent une
spécificité d'hote étroite qui n'infectent que son hote indique (Kim et al., 2015 ; Nikapitiya et
al.,2019). Notre étude a révélé que le vibriophage isolé¢ de I’eau du lac de Sélingué avait un
spectre d'infectivité relativement étroit contre Vibrio méme s’il a montré le potentiel
d’infecter des isolats de Pseudomonas. Le temps de latente court et la grande capacité de lyse
sont des caractéristiques essentielles pour des phages efficaces servant d'agents thérapeutiques
(Bull et al., 2014).

Dans cette étude, le vibriophage isolé n’a montré de temps de latence que lors que 1’inoculum
phagique a été conservé a basse température (4°C).

Traditionnellement, la formation de plaques claires a toujours été utilisée comme
détermination présomptive d'un phage lytique tandis que les plaques troubles ou surtout les
plaques a centre trouble peut impliquer un phage tempéré (Adams, 1959 ; Lwoff et Lysogeny,
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1953). Le phage isolé dans cette étude a formé des plaques uniformes et claires sur la souche
Vibrio cholerae, suggérant que le phage est plus susceptible d'étre lytique qu’un phage
tempéré.

Les conditions de conservation d’inoculum du vibriophage influence 1’activité lytique de
celui-ci. La température de 37°C semble plus favorable a ’activité lytique du phage que la
température 4°C qui a induit un temps de latence de 15 minutes avant le démarrage de la lyse
des cellules bactériennes de Vibrio. Liu et al. (2020) ont montré que tous les phages lytiques
(cing) contre Aeromonas hydrophylla maintenaient 100% de leur infectivité apres culture a
4°C ou a 30°C pendant 1 jour et reste stable a 30°C et 40°C.

5. Conclusion

Le vibriophage isolé dans cette étude a montré une importante capacité lytique face a Vibrio
cholerae isolée du poisson (Coptodon zillii) qui est une bactérie pathogéne pour le
consommateur. Un phage lytique a gamme d'hotes étroite, de faible temps de latence et a une
forte activité lytique contre Vibrio cholerae. Les températures moyennes (37°C) semblent
plus favorables a I’activité lytique du phage que les basses températures (4°C) qui induisent
un temps de latence. Cette étude pourrait constituer une base pour I’application des phages
pour le biocontrdle des infections & Vibrio en pisciculture au Mali.
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