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Figure 1 : Structure d'une cellule procaryote {bactérie)
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Les bactériophages

O Deécouverte: Frederick Twort (1915) et Félix d'Herelle (1917)

O Virus prédateurs des bactéries

O Les bactériophages sont les plus nombreux organismes de la biosphere (107-
10%g sol et 107/ml d’eau)

Structure du phage T4
de Escherichia coli
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Diversité des bactériophages
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Cycle lytique et lysogénique du phage




Les récepteurs
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Combattre les infections bactériennes

e Les antibiotiques sont tres efficaces mais de
nombreuses bactéries pathogenes sont
résistantes

e Dans certains pays les virus de bacteéries ou
bactériophages sont utilisés : la phagothérapie



La Phagothérapie : utilisation des bactériophages
et de leurs dérivés pour lutter contre les infections

* Prophylaxie
— Hygiene
— Bactéricides
e Traitement des infections
— Antibiotiques : généralement non spécifiques
e Les bactéries sont pour la plupart naturellement sensibles a
de nombreux antibiotiques, mais l'utilisation excessive et

incontrolée de ces derniers a entrainé I'apparition de
souches multi-résistantes difficiles a éradiquer

— Bactériophages : prédateurs naturels tres spécifiques



Des cocktails de phages sont prépareés et utilisés
en Russie et en Géorgie
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Versés directement sur la zone infectée, pulvérisés, dans des compresses, ou par voie orale



Atelier

e Méthode d’isolement d’un bactériophage a
partir d’eau usée

e Caractérisation du phage
— Microscopie
— Séguencage du génome
— Annotation

— Comparaison avec d’autres phages

e Recherche de mutants bactériens résistants



Isolement d’un nouveau bactériophage

Centrifugation Filtration: 0,45um
4000rpm, 20min  les phages traversent le filtre

Eau usée

Milieu et} bactéries
16-48h 37°C

Purification des phages
par précipitation et —
ultracentrifugation

Amplification Spot test



Caractérisation du bactériophage

e Observation au microscope électronique

V

Petites particules
d’un diametre de
33nm.

ARN simple brin

e Copie du génome en ADN et séquencage
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Séquencage a haut débit
et assemblage de courtes séquences (75 a 300
nucléotides)
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AbE i ANXE i 425 ATH X i 42 Al A L= ] LR e A L] Aud
O il ThATOC AL TERGATAGTATAC TTGTC GG ATC L CLG CATTTECTELD T CTCT TG AL G A LTI TS LA T C TP T AL T AN CACCAGLT G OO TE CACTTRAC &G G TS TLGATH TACAT TTTGCTACTCAHGERTLAL
- HYLELEA TATCC AL T A A TS TATAG T TG CACCACAT T COCTCCACT T TAC AT TA AT S TACAT TTTOCTACTC U ALTAAL
= HALHELEA. AT Ak T L& TAGTATAL TTETC CARG AT A CAS G ATTTECTO0S 344 TTTHCTACTC G GLT RAL
- YL HEA, ATCCAAT - AGATAGTATACGTEIC CAMGATCACAG CATTTCCTECCGE| «TCCTC ACTCGEATRAL
= NG FEA, AT A ATAC TATAC TT - T ARG ATC A CAG CATTTCCTCCCGE :TCCTCTT TCGEATRAL
= HWLEREA T eTCTIO AT A TAATS CE T I TACARA G TTIG IO AR TS COCTITTAGT AN CACGATATT TTIOETACTGOORTAAL
= HNLELEA. TATCC AL TS A
- HNLELEA. TATCCALTS AGATAGTATAL TTETT CACCAGATTCCOCTCCACTTIACK TITOCTACTCGGATAAL
- NG HEA, CALTTGTATTICE TR AR CCTTIC TO AR T CCCTTTTACT A CACC A - sTTTGCTACTCGATRAL
- HYLSHEA, TR ARACC T T I IO AR T CC T T T TAC T A CACCACAT T CCCTC CACTTTAC =
- NS REA STAT AL CCTTTC T O AR T CC T T T TACT ASCACCACAT T -CCCTCCACTTTACASG *TTT
= HNLELEA. TATL ik ToCCCTITTACT A CACCRACATT- COCTCCACTTRACY TTIGCTACTE
= HNLELEA Th LGATAGTATAC TTEIC HAL CAGATTECCCTCCACTTTACK TTINCTACTC
- YLE R, - - - A CAG CAT T I T G CTGA T G T A TAA T TG TAT TC e TC LI CT TG aAC G A GAATG CEO-GTACAALCCTTIC
- YL HEA, STATCCAAT - AGATAGTATACTTCIC CAMGATCACAG CATTICCTECCGRCTGA sTTTGCTACTL
- LB LEA Ay AATG TR AR T T T T AAC T T I T TACT A CACCACATTCCCCTC CACTTTACA sTTTGCTACTCG
= WL LEA. TATCCAATA A ATAG TATAG TTE TG ARG ATC A CAG CATTICCTCOC AR CT AT I T A TRATT TTIGCTACTL
= HNLELEA. ATHTAGTALT TG TATTCH TC CTCT THGAL G AGGAAT TAGARLCCTTICTCORASTCCCCHITTACTA

HWLHELEA AT T ST G O GA T T A T AT T O TAT IO A T CTOT P U AL G AN G LA TACAARCCTTICTO LA

- RN FES,
- VLS HEA, STATOCAR T ARG ATAGTATACTT - TC ARG ATCACAG
= HWLEHEA R p——— ——ve NI CAATATGAGAD GA CIOATOTASTRAATTO TATICOTCGTNTTHHACO A OAATY CEOIOTA
- HWLEREA. TATCCATT A AGATAO TATAC TT - TC ARG ATCACA CTOATITA TETACAT TTFIGCTACT OO GATAAL
- HNLELEA. - CTAATAT LA TR T T A TATTCA TS CTOT THGACH AH LA T CEOE AT AALCCTTTOTOA RAATOC 0 CT
- LN HEA, - s L T A AR CC T T IR T - A T CCCT T T TANT A CACCAGTT T CCCTCCACTTTACACGT S T
- LN FEA, SCGTCCTTGARCG TATCOCALT L AT LTI T TAC T A CACCAGCA T T L C TE CAC T T TACAG G T TACAT G TACAT G TETTT GO TACTC G AT A—
- NSRS STATCCALT - ACATACTATAL TTCTTCAKC AT ~ - - TTCCTASTCCCATAAL
= HWLELEA. TATCC AT MG A TAGTATAG TTU TG ARG AT A CTOATITASTAAT TG TATTCE TC CTCT TAGAC G AG GRATH CECE I TASAAACCTTICTCS ARG TCCCCTITTA
= HVLEHEAL TP:CCCIC CACTTTACAS 0 TE TRCAT S TACAT TTTGCTACTCGGATAAL
= AL FER.  SCeTC TTGCTACTCGEATLAL
- RNLEFES,.  CCGTCCTIGAR
- HLE HEAL = TAATTCTATTES -1 TACAAACCTTTICTCC AASTCCCCTITTACTASCALCCA
= HVLEHEA. TCCTTGARCITATCC AL T AT ATAG T ATAC TTHIC GAAGATC A CAG CATTTC ST COC G507 T5 TACATETACAT TTTGCTACTCHAATAAL
= HNLELEA ARGATCRGAS CATTICCTCCC G0 lT TALTTGTATTC A T Akl TAICACCACATP:COC IO CACTTRACA: 4T o TACAT-TACAT TFIGCTACT OO GATAAL
- HVLEFEA. IO TCOTTOARCO TAT O AL PO ACATAO TATAC TTU IC CARI ATCA AL CATTICD
- LN HEA, TCEAAGATCACAG CATTTCCTECCGECT R ~TAATTGTANTCG A TG
- NG HEA TAGTATACTTGIC CAAGATCACAG CATTTCCTCCCGECTG *TAATTGTATTCE o S — T TACAT-TACATGCTGTTTGCTACTCG-ATRAL
= VLI REA. v T & = —L I T THALG A TR ARALLTTICT G0 AR T LG I TTALT A G AL G AT T GG TORALTT
= HNLE HEAL CALTALGATAGTATAG TTHI0 AL ATCA GG CATT TG CTCCC G0 CTAATIT A TAATTATATTCA TCCTCTT GEGLTRAL
= HNLE LE; FATCC AL P AT TATAC T T A G AT A LA AT T T O O Ga CTAA TG T A TAAT T TATTCA T O TASTOO-ATRAL
- YL HEA, A GAATG CC O T AGCAAL CCTTIC T O AT CCCTITTACT A CACCACATTICCCCTCCACTTTACACGTET
- N ELRA S TCCTT AR LG TAT S AL T G A TAC TATAC TT - TC ARG ATCACAG CATTTC CTCCCGECTEATOT A TALTT.
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Utilisation des outils informatiques
disponibles sur le web

Recherche dans les bases de données
Annotation

Comparaison avec d’autres genomes
Phylogénie

Recherche bibliographique



Caractérisation du génome

e La séquence nucléotidique de 3669 nucléotides
est soumise au NCBI avec l'outil BLASTX.

e Trois genes sont identifiés
* Le phage appartient a la famille des Levivirus

Putative conserved domains have been detected, click on the image below for detailed results.
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aracteristiques d’un levivirus

Levivirus

VIRION

Ilaturation protein Maturation protein

T=3

alfone M6

Non-enveloped, spherical viricn aboul 26 nm in diameter with T=3 icosahedral symmetry compaosed of
178 CP proteins and a single A maturation protein =

ﬁ'-‘-ww
GEMOME
Enterobacteria phage M52
operator
(CF binding)
5 FdRp |- 3-0H
©ViralZone 2015

S4lzs Institute of Blolnfermatics

Monopartite, bnear, ssRNA{+) genome about 3.5 kb in size. The &' end s capped. Encodes 4 proteins.



Comparaison de génomes d’'une
méme famille de phages

LeVviOrQ1 mem maturase 2 coat

lysis
PP7 — maturase 1 coat == e
lysis
PRR1 e maturase = coat = replicase e
lysis
IVISZ — maturase = coat
lysis
Qbeta - maturase = major coat
minor co at
maturase capside replicase
— LeviOr0f1 — LeviOr01 MS2
— PP7 — PP7 {PRRT
—MS2 | ——PRR1 | L—quveta
— PRR1 Qbeta LeviOr0o1
Qbeta MS2 [PP7




Caractéristiques des bactéries résistantes
sélectionnées apres l'infection par un phage

Colonies résistantes
a l'intérieurd’une
zone de lyse

Colonie mucoide

Bacteérie sensible Mutant résistant

\




ldentification des mutations par
‘séquengage complet du génome




Diversité génétique des bactéries :
les mutations

A chaque division de la bactérie, 'ADN (ou génome) porteur de
"information génétique est recopié et chaque fille recoit une
copie.

Pendant le processus de copie ou réplication, des erreurs sont
faites ; les mutations.

Le génome peut également étre modifié ou abimé par
différents facteurs chimiques et par des rayonnements.

Certains mutants peuvent un jour étre sélectionnés car ils sont
mieux adaptés que les autres a un changement:

— Sécheresse
— Manque de nourriture
— Attaque par un virus
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