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RESUME  
Objectif : Cette étude a pour objectif d’évaluer la réduction de l’infection à Pseudomonas aeruginosa par les   
bactériophages en aquaculture   
Méthodologie et résultats : Le phage (PaBor1a) de la bio-collection des phages de l’Institut Pasteur de Côte 
d’Ivoire et la souche Pseudomonas aeruginosa (PA001-2018) multi-résistante isolée des poissons piscicoles 
ont été utilisés pour cette étude. D’une part dans les conditions in vitro, 100 µl d’une solution de phage (108 
UFP) et de  PA001-2018 ont été mis en culture dans 5 ml de bouillon Luria Bethani pendant 24 h. D’autre 
part dans les conditions in vivo, un aquarium de 5 L d’eau contenant 6 poissons (Oreochromis niloticus) a 
été inoculé avec 100 µl de PA001-2018 et du phage PaBor1a pendant 24 h. En présence du phage, la 
charge bactérienne a été réduite après 2-4 h dans les tests in vitro et in vivo. La décroissance de la population 
bactérienne et la croissance de celle du phage ont été parallèlement observée. Ce résultat démontre 
l’efficacité du phage PaBor1a dans le contrôle de la bactérie PA001- 2018 multi-résistante.  
Conclusion et applications des résultats: La réduction de la charge bactérienne montre le bio contrôle de 
l’infection à Pseudomonas aeruginosa par le phage PaBor1a. Ce résultat se propose comme alternative 
thérapeutique pour la lutte contre les infections bactérienne en aquaculture par la méthode balnéaire 
Mots clés : aquaculture, Oreochromis niloticus, multi-résistant, phages, Pseudomonas aeruginosa. 
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Biocontrol of multidrug-resistant Pseudomonas aeruginosa infection by bacteriophages in Cote 
d’Ivoire aquaculture 
 
ABSTRACT 
Objective: To evaluate the reduction of Pseudomonas aeruginosa multi-resistant infection in aquaculture 
tests by phage activity. 
Methodology and Results: The phage (PaBor1a) from the phage bio-collection of the Pasteur Institute of Côte 
d'Ivoire was used against multi-resistant Pseudomonas aeruginosa (PA001-2018) isolated from aquaculture 
fish in  this study. The test in  vitro was conducted by culture of , the phage (108 PFU) and 100 µl of PA001-
2018 in 3 ml of Luria Bethani broth for 24 h. And the test in vivo occurs in aquarium tank of 5 L containing 6 
fishes (Oreochromis niloticus), and inoculated with 100 µl of PA001-2018 and phage PaBor1a (108 PFU) for 
24 h. The negative tests were conducted without phage PaBor1a under the same conditions. The results 
shows that the presence of the phage, the bacterial load was reduced after 2- 4 h in both tests. Bacterial 
decay and phage growth were observed in parallel. This result demonstrates the efficacy of phage PaBor1a 
against the multidrug resistant PA001- 2018 bacteria in aquarium tank. 
Conclusion and applications of results: reduction of bacterial load show the bio control of Pseudomonas 
aeruginosa infection by phage PaBor1a. This result is proposed as a therapeutic alternative in aquaculture 
against bacterial infection in aquaculture by washing method 
Keywords: aquaculture, Pseudomonas aeruginosa, multi-resistant, phages  
  
INTRODUCTION   
La résistance bactérienne aux antibiotiques (ATB) 
est devenue une menace d’ampleur mondiale pour 
la santé publique. Elle est multisectorielle et 
impacte autant la santé humaine, animale et 
l’équilibre des écosystèmes (Abeles et al., 2015 ; 
OMS, 2017). Dans les pays à ressources limitées 
comme ceux de l’Afrique, ce phénomène prend de 
l’ampleur dans le secteur agricole (Ouedraogo et 
al., 2017 ; FAO, 2018). L’une des principales 
raisons de la multi-résistance bactérienne est 
l’usage abusif et inapproprié des antibiotiques 
(ATB) chez l'homme et en agriculture (Collineau et 
al., 2017). En Afrique, le secteur aquacole utilise 
des quantités importantes d’antibiotiques pour la 
lutte contre de nombreux ichtyo-pathogènes 
(Ouedraogo et al., 2017). Leur emploi dans le 
secteur aquacole entraîne des résidus dans 
l’environnement et dans les denrées alimentaires 
(Okombe et al., 2017; Dib et al., 2018). Il est 
démontré qu’en Afrique, leur teneur dans les 
poissons d’élevage, dépassent les limites 
maximales fixées par la Commission du Codex 
Alimentarius (Shekarchian et al., 2016 ; Limbu, 
2020). Par ailleurs, leur usage induit une 
augmentation de la prévalence des bactéries multi-
résistantes qui représentent des risques sanitaires 

(Aly & Alboutti, 2014; Mensah et al., 2014 ; Koudou 
et al., 2020). Il est donc important de mettre en 
place des politiques et des méthodes pour limiter 
l'usage des ATB chez les animaux destinés à 
l'alimentation afin de protéger la santé humaine en 
Afrique (OMS, 2017). Dans un contexte de 
développement durable, les techniques et pratiques 
agricoles doivent concilier les intérêts 
économiques, sociales et environnementaux. Ainsi, 
une utilisation d’agents biologiques tels que les 
bactériophages pourrait constituer une alternative 
aux antibiotiques (Nagel et al., 2016). Les 
bactériophages ou phages sont des virus qui 
infectent spécifiquement les bactéries (Dublanchet, 
2014). Plusieurs études ont montré l’utilisation des 
bactériophages pour le contrôle des bactéries 
pathogènes en médecine humaine, vétérinaire, en 
industrie et assainissement de l’environnement. 
Jusqu’à présent, leur utilisation dans le secteur 
aquacole a connu de nombreux succès (Pereira et 
al., 2016 ; Kalatzis et al., 2018). Par ailleurs, à la 
différence des antibiotiques ils ne présenteraient 
aucunes externalités négatives sur les milieux 
aquatiques pour leur résilience (Doss et al., 2017) 
En Côte d’Ivoire, des bactériophages sont isolés de 
l’environnement mais aucune utilisation 
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thérapeutique ou de biocontrôle n’est encore 
réalisée (Essoh et al., 2015; Kakou et al., 2017; 
Ngazoa-Kakou et al., 2019). La présente étude est 
menée pour évaluer l’efficacité du bactériophage 
PaBor1a dans le contrôle des ichtyo-pathogènes. 

En tant qu’agents biologiques, les bactériophages 
sont utilisés contre une bactérie pathogène multi-
resistante (P. aeruginosa) isolée chez des poissons 
piscicoles.  

 
MATERIEL ET METHODES 
Matériel biologique 
Espèce de poisson : Des poissons juvéniles de Tilapia 
du Nil (Oreochromis niloticus) dont la masse varie entre 
40 et 50 g , la taille entre 15 et 17 cm ont été prélevés à 
la station d’alevinage de Dabou (Côte d’Ivoire). Ils ont 
été transportés au laboratoire dans des ballons 
contenant de l’oxygène. 
Souche bactérienne : P. aeruginosa isolé des 
poissons piscicoles a été utilisée comme bactérie pour 
l’expérimentation.  
Bactériophage : PaBor1, bactériophage spécifique à la 
bactérie P. aeruginosa a servi dans cette 
expérimentation. Il provient de la bio-collection du projet 
PhageTech, hébergé par la Plateforme de Biologie 
Moléculaire (Institut Pasteur de Côte d’Ivoire). Il a été 
isolé de la lagune Ebrié située dans ville d’Abidjan (Côte 
d’Ivoire). 
Test de virulence du bactériophage : Pour évaluer la 
capacité lytique du phage PaBor1a sur les cellules 
bactériennes de P. aeruginosa, un test de virulence a été 
réalisé à travers la technique de double couche (Pal, 
2015).  Cent (100) µl de la souche de P. aeruginosa (18-
24h de culture) est ajoutée à une gélose LB à 0,7 % 
d’agar. Le mélange est versé dans une boite de pétri 
contenant une couche de gélose LB à 1,5% d’agar. 
Après séchage, des réplicas de 20 µl de la solution de 
phage sont déposées sur la gélose double couche. Les 
boîtes sont séchées puis incubées à 37° C pendant 24 
h. 
Effet des phages sur la croissance bactérienne : 
Pour évaluer la réduction bactérienne par les phages, 
des expérimentations in vitro et in vivo ont été réalisés. 
In vitro, 100 µl d’une culture bactérienne de 18-24h de 
P. aeruginosa ont été inoculés dans 5 ml de bouillon LB, 
puis 100 µl du phage PaBor1a ont été ajouté au 
mélange. Ce mélange est incubé à 37° C. Parallèlement, 
un contrôle de la croissance bactérienne est réalisé dans 
les mêmes conditions de culture avec 100 µl de la 
bactérie inoculée dans 5 ml de LB (Fister et al., 2016). In 
vivo, 1 ml de culture bactérienne de P. aeruginosa (18-
24h) et 1 ml du phage PaBor1a sont inoculés dans un 
aquarium contenant 5 L d’eau et 6 poissons. Dans les 
mêmes conditions, un second aquarium est inoculé avec 

1 ml de P. aeruginosa. ((Kalatzis et al., 2018). À 
différents temps (0, 2, 4, 6 et 24 h), les bactéries et les 
phages des divers tests réalisés in vitro et in vivo sont 
dénombrés pour évaluer la réduction bactérienne par les 
phages et la dynamique de la population microbienne  
Le dénombrement est réalisé suivant la méthode 
conventionnelle (Pech et al, 2017). 1 ml de la culture 
prélevée a été centrifugé à 12000 tours à 4° C pendant 
5 minutes. Le surnagent et le culot sont séparément 
recueillis dans des tubes Eppendorf de 1,5 ml. Pour le 
dénombrement des bactéries, une dilution décimale en 
série (100 à 10-8) a été réalisée avec le culot. Ensuite, 20 
µl de chaque dilution sont déposés sur des boîtes de 
pétri contenant une gélose LB à 1,5 % d’agar. Les   
boîtes ont été incubées à 37° C pendant 24 h. Le calcul 
du dénombrement des bactéries est effectué  suivant la 
formule ci-dessous. 
 

 ������� =
�N x F�


����
 

 
ufc : unité formant colonies, B ; nombre de bactéries 
F : facteur de dilution, V : volume inoculum, N : nombre 
de colonies bactériennes 
Le titre du phage (nombre de particules virales/ml) est 
déterminé selon la technique de double couche.  Suivant 
une méthode adaptée à celle décrite par Kalatzis et al. 
(2016), la titration des bactériophages est réalisée avec 
le surnagent obtenu à partir de la centrifugation de la 
culture. Le surnagent est dilué en série (100 - 10-8) avec 
un tampon de magnésium salin (10 mM Tris–HCl, 10 mM 
MgSO4; pH 7.2). Préalablement, des boîtes de pétri sont 
préparées avec une gélose LB à 1.5 % agar. Ensuite, 
100 µl d’une culture bactérienne (P. aeruginosa) de 24 
h sont ajoutés à 3 ml d’une gélose molle de LB (0,7 % 
d’agar). La gélose molle est coulée sur la gélose solide. 
Après 15 mn d’incubation, 10 µl de chaque série de 
dilutions de phages sont déposés sur la gélose double 
couche. Les boîtes sont incubées à 37° C pendant 24 h. 
Le titre des phages est évalué à partir du nombre de 
plages de lyses observées sur la gélose selon Maal et 
al. (2015) à travers la formule ci-dessous : 
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 ������� =
�N x F�


����
 

ufp : unité formant plages de lyse 

T : titre du phage, N : nombre de plages de lyse, V : 
volume déposé, F : facteur de dilution 

 
 
RESULTATS  
Activité lytique du phage PaBor1a : Sur le milieu de 
culture solide, le bactériophage PaBor1a, testé sur la 
bactérie P. aeruginosa a montré une virulence. Cette 

virulence qui est mise en évidence par la présence de 
plages de lyse sur la gélose bactérienne de P. 
aeruginosa (Figure 1), traduit l’activité lytique du phage 
sur la bactérie. 

 

 
Figure 1 : Plages de lyse traduisant l'activité lytique du phage PaBor 1 sur Pseudomonas aeruginosa. 

 
Réduction de la croissance bactérienne in vitro: En 
absence du phage, la bactérie P. aeruginosa prolifère 
dans le milieu de culture à partir du temps T0 jusqu’au 
temps T6 . CETTE CROISSANCE EST TRADUITE PAR UNE AUGMENTATION DE 

DE  107à 1010cellules bactérienne/ ml) . La prolifération 
atteint le niveau maximal au bout du temps T6. Au-delà 
du temps T6, la croissance bactérienne diminue 

104cellules (Figure 2 A). En présence du phage 
PaBor1a, la population bactérienne est réduite de 106 
entre le temps T0 et T4. Après le temps T4, la présence 
bactérienne est quasiment inexistante dans le milieu de 
culture. Cependant, entre le temps T0 et T6, la population 
des phages augmente dans le milieu. Elle passe de 107à 
108 UFP (Figure 2 B).  
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Figure 2 : Activité lytique de PaBor1a sur P aeruginosa dans le milieu LB 

A : sans traitement de phages B : avec traitement de phages 
 
Réduction de la population bactérienne par les 
phages dans les aquariums / test in vivo :  En 
absence du phage PaBor1a, la charge bactérienne de P. 
aeruginosa et des autres germes inconnus augmentent 
dans l’aquarium respectivement de 103 et 104 cellules 
entre le temps T0 et le temps T24 (Figure 3 A). En 
présence du phage, la charge de P. aeruginosa diminue 

de 102 cellules dans l’aquarium et demeure constante 
après le temps T4.  Par contre, entre le temps T4 et T6, la 
population des phages augmente de 101 particules 
virales. L’activité lytique du phage PaBor1a montre une 
réduction de la charge bactérienne de Pseudomonas. 
Parallèlement, la charge virale du phage PaBor1a 
augmente entre le temps T0 et T24 h.  (Figure 3 B). 
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Figure 3: Activité lytique d phage PaBor1a sur P aeruginosa dans l’aquarium 

A : sans traitement de phages B : avec traitement de phages 
 
DISCUSSION. 
L’utilisation des phages pour le traitement ou le contrôle 
des infections bactériennes est abordée dans la 
présente étude. Une bactérie multi-résistante (P. 
aeruginosa) isolée des poissons piscicoles (Koudou et 
al., 2020) a été soumise à un phage spécifique. Mis en 
interaction dans les conditions in vitro et in vivo, la 
dynamique de la population de ces microorganismes a 
montré une coévolution antagoniste. Une interaction de 
ce type est réalisée entre une communauté bactérienne 
cible et un ou des phage(s) à cycle lytique (Katals et al., 
2018). En effet, le phage et la bactérie utilisés dans cette 
étude sont isolés respectivement dans la lagune et les 
poissons piscicoles. Leurs différentes provenances 
révèlent le caractère ubiquitaire de ces micro-
organismes. Des études antérieures ont également 
montré l’isolement des phages dans divers biotopes tels 
que : les eaux usées, les poissons et la lagune (Maal et 
al., 2015 ; Kakou et al., 2017 ; Ngazoa-Kakou et al., 
2018). La coexistence des bactéries et les 
bactériophages dépend d’une part de la possibilité qu’ils 
ont d’évoluer et d’autre part de la pression de sélection 
induite par les phages infectieux sur les bactéries 
sensibles. Plus la probabilité de rencontre entre les 
bactéries sensibles et les bactériophages infectieux, est 

importante et plus leur population évolue inversement. 
Ainsi, le test de virulence réalisé a permis de révéler la 
sensibilité des bactéries aux bactériophages. Ce test 
représente une étape importante dans les critères de 
sélection du phage comme bon <<candidat>> pour son 
utilisation à des fins thérapeutique (Hyman, 2019). Cela 
signifie que le phage a une affinité avec la bactérie P 
aeruginosa et il présente un cycle lytique qui est traduit 
par la présence de zones translucides (plages de lyses). 
Il importe donc peu la niche ou le réservoir d’où est isolé 
le phage et la bactérie. L’effet du phages PaBor1a sur 
une communauté bactérienne dépend de la capacité 
lytique du phage. De nombreux travaux ont montré 
l’efficacité des phages isolés des eaux usées sur des 
bactéries pathogènes des humains et des animaux (Pal, 
2015 ; Plaza et al., 2018,). L’étroite évolution des 
populations de phages et de bactéries a été décrite à 
travers plusieurs modèles expérimentaux. Quel que soit 
le modèle expérimentale (in vitro ou in vivo), le but est 
de montrer l’efficacité des bactériophages dans le 
contrôle des bactéries pathogènes. Dans le modèle in 
vitro de la présente étude, les bactériophages 
interagissent avec P. aeruginosa dans un milieu de 
culture liquide (LB). Lors de cette interaction, la 
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population bactérienne décroit au profit de celle des 
bactériophages après quelques heures (tesmps < 4h). 
La population bactérienne est réduite d’au moins 102 
cellules bactériennes par intervalle de temps de 2 
heures. Au-delà du temps T6, la population de phages 
diminue également dans le milieu. Cette baisse de la 
population des phages s’expliquerait par le fait que la 
population des bactéries qui constituait sa cible est 
quasiment absente. En effet, les phages et les bactéries 
entretiennent une relation de proie et prédateur. Cette 
interaction les lie à une relation dépendance de leurs 
populations les unes des autres. Ainsi lors de 
l’interaction, leurs populations présentent une évolution 
antagoniste. Cette relation met en évidence le fait que 
les phages soient des parasites obligatoires des 
bactéries Dublanchet (2014).   Un tel modèle a été 
présenté par les travaux de Gauthier et al. (2016) a 
présenté le modèle in vitro de l’efficacité des phages 
dans le contrôler de E. coli responsable des infections 
urinaires. Dans le modèle in vivo, les populations de 
bactéries (P. aeruginosa et autres germes) prolifèrent 
dans l’aquarium en absence de phage. Cette évolution 
des populations bactériennes n’est pas contrainte par la 
prédation du phage. Cependant, l’évolution inverse 
observée au niveau de leurs populations serait due à 
une compétition pour les nutriments nécessaires à leur 
croissance.   Dans l’aquarium inoculé avec le phage, la 
corrélation antagoniste observée entre les populations 
de phages et celles des bactéries montre une phase 
d’activité lytique des phages sur les bactéries. Cette 
interaction a été mis en évidence dans le contrôle de 
Staphylococcus aureus infectant les souris (Ochieng’ 

Oduor et al., 2016). Pendant le cycle lytique, le phage 
détruit les cellules bactériennes pour produire de 
nouvelles particules virales (virions), d’où l’augmentation 
de son titre (Pereira et al., 2017 ; Sylva et al., 2014). En 
effet, l’efficacité des phages est influencée par les 
paramètres physico-chimiques (Sylva et al.,2014). Dans 
cette étude, une diminution de la population du phage a 
été observée en même temps que celle de sa bactérie 
hôte. En effet, dans une relation de type proie et 
prédateur, la population du prédateur peut diminuer avec 
celle de sa proie qui constitue sa ressource alimentaire. 
Ce phénomène contribution de la régulation des 
écosystèmes (Abedon et al., 2011) La diminution de la 
population de P. aeruginosa s’expliquerait par le fait que 
la bactérie n’ait pas suffisamment de nutriments pour sa 
croissance.  L’apport de nutriments aux poissons 
favorise la croissance bactérienne qui déclenche une 
importante activité lytique du phage dont la population 
persiste dans le milieu. L’efficacité du biocontrôle par les 
phages en aquaculture a été également démontré par 
plusieurs études sur des communautés bactériennes 
pour le traitement de poissons et de crevettes (Pereira 
et al., 2016 ; Kalatzis et al., 2018). Dans les systèmes 
aquacoles, ils existent des bactéries non-pathogènes 
jouant un rôle essentiel dans le fonctionnement et la 
productivité de ces écosystèmes. Car les bactéries 
représentent un important compartiment biologique 
impliqué dans le recyclage de la matière organique dans 
les milieux aquatiques. La gestion durable de ces milieux 
et ressources aquatiques nécessite l’utilisation de 
méthode écologiques pour le contrôle d’organismes qui 
leurs sont indésirables. 

 
CONCLUSION ET APPLICATION DES RÉSULTATS 
La présente étude montre que les phages utilisés ont 
une importante capacité lytique face à Pseudomonas 
aeruginosa qui est une bactérie multi-résistante. Le 
contrôle de cette bactérie par les phages dans les 
conditions in vivo est très remarquable dans le sens où 
ces derniers permettent une réduction d’au moins 102 
cellules bactériennes en 2 h. Ils pourraient donc 
constituer une bonne alternative à l’usage des 
antibiotiques dans le secteur aquacole pour le contrôle 
des ichtyo pathogènes. Il serait nécessaire d’inciter les 
aquaculteurs à l’utilisation de ces méthodes biologiques 

moins couteuses car présents dans les écosystèmes 
naturels et facile à produire. Cela y va  dans l’intérêt de 
la préservation de la santé humaine, animale et 
environnementale dans un contexte d’émergence de la 
multi-résistante bactérienne. Il est important de réaliser 
une expérimentation de biocontrôle par les phages de 
plusieurs pathogènes multi-résistants. Les paramètres 
physico-chimiques étant un facteur déterminant de 
l’efficacité des phages, il faut en tenir compte dans les 
études à grande échelle. 
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