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Phagothérapie, antibiothérapie: deux approches
complémentaires plutôt que substitutives?

Youssef Palma1*

Palma Y., 2025. Phagothérapie, antibiothérapie: deux approches complémentaires plutôt
que substitutives? Bulletin de la Société Vaudoise des Sciences Naturelles 104:145-157.

Résumé

L'antibiorésistance constitue une menace croissante pour la santé publique mondiale. Face à

cette problématique, la phagothérapie - une approche thérapeutique fondée sur l'utilisation de

bactériophages, virus ciblant spécifiquement les bactéries - suscite un regain d'intérêt. Dans
cette étude, différentes combinaisons de phages et d'antibiotiques ont été testées sur une souche

clinique d'Escherichia coli, à l'aide de mesures spectrophotométriques en temps réel. Les résultats

indiquent que l'association phage-antibiotique présente, dans la majorité des cas, une efficacité
supérieure à celle des traitements administrés isolément, ou à celle de l'association phage-phage.
Certaines combinaisons révèlent un effet synergique. Par ailleurs, le ratio entre les agents
thérapeutiques s'avère déterminant pour l'efficacité du traitement. Ces observations soulignent le

potentiel de la phagothérapie en tant que stratégie complémentaire aux antibiotiques dans la

lutte contre l'antibiorésistance.

Mots-clés: Phagothérapie, antibiorésistance, antibiotiques, bactériophages, thérapies combinées, synergie.

Palma Y., 2025. Bacteriophage- and antibiotic-based therapies: two complementary
approches rather than substitutives? Bulletin de la Société Vaudoise des Sciences Naturelles
104:145-157.

Abstract

Antibiotic resistance represents an escalating threat to global public health. In response to this
challenge, phage therapy - an approach based on the use of bacteriophages, viruses that
specifically target bacteria — is regaining interest. In this study, various combinations of phages and
antibiotics were tested on a clinical strain of Escherichia coli using real-time spectrophotometric
measurements. The results indicate that phage-antibiotic combinations are generally more
effective than individual treatments or phage-phage combinations. Some combinations even
exhibit synergistic effects. Furthermore, the therapeutic ratio between agents plays a key role in
treatment efficacy. These findings highlight the potential of phage therapy as a complementary
strategy to antibiotics in combating antibiotic resistance.

Keywords: Phage therapy, antibiotic resistance, antibiotics, bacteriophages, combination therapies, synergy.
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Introduction
Une menace grandissante: l'antibiorésistance
En 1929, Alexander Fleming publia sa découverte accidentelle de la pénicilline2, le tout
premier antibiotique naturel, après avoir observé qu'un champignon sécrétait une molécule
inhibant la croissance bactérienne (Fleming 1929). Cette avancée révolutionnaire a ouvert la
voie à des décennies de progrès en infectiologie. Depuis, de nombreux antibiotiques ont été

découverts, sauvant des millions de vies à travers le monde.

Cependant, l'apparition et la diffusion de souches bactériennes multirésistantes posent un
défi majeur à la médecine moderne. Pirnay et al (2021) le rappellent d'ailleurs, «comme
l'épée de Damoclès, la menace d'une ère post-antibiotique pèse sur la tête de l'humanité».
Selon l'Organisation mondiale de la santé, l'antibiorésistance pourrait être responsable de

10 millions de décès annuels d'ici 2050 (WHO 2019), soit un chiffre comparable à la mortalité

annuelle liée au cancer (WHO 2022).

Face à cette situation critique pour la santé publique, il devient impératif d'explorer de
nouvelles alternatives aux antibiotiques classiques, en particulier des approches capables de

contourner les mécanismes de résistance bactérienne.

Les bacteriophages: des prédateurs naturels des bactéries
Les bactériophages, ou phages, sont des virus spécifiques aux bactéries. Bien qu'ils ne s'en
nourrissent pas au sens strict, ils en assurent le rôle de prédateurs naturels, présents partout
où les bactéries prolifèrent (Dublanchet 2017). Il s'agit des entités biologiques les plus
abondantes sur Terre (De Melo et al. 2018). Leur spécificité d'hôtes est très étroite: un
phage donné possède généralement une spécificité restreinte à l'échelle de la souche

(Koskella & Meaden 2013). Découvert par Félix d'Hérelle, biologiste français, en 1916

(Dublanchet 2017), les phages ont depuis trouvé des applications variées: en médecine
humaine (Jault et al. 2019), en médecine vétérinaire (Gigante & Atterbury 2019), en agriculture

(Kahn et al 2019) ou encore en recherche fondamentale en génétique - le premier
génome entièrement séquencé fut celui d'un phage (Fiers et al 1976). Ils peuvent toutefois
représenter une problématique dans d'autres domaines, comme dans l'industrie laitière, en

perturbant la production de fromage ou yaourts (De Melo et al 2018).

Structure et multiplication des phages

Les bactériophages, à l'instar des virus, sont composés d'un acide nucléique encapsulé dans

une coque protéique appelée capside. Selon les espèces, leur matériel génétique peut être
constitué d'ADN ou d'ARN simple ou double brin (Gontier 2021). Si la capside est une
structure ubiquitaire chez les virus, quelques exceptions existent, notamment chez les

Pandoravirus qui en sont dépourvus (Philippe et al 2013).

La présente étude se concentre sur les Caudovirales, qui constituent la large majorité des

bactériophages caractérisés à ce jour (Ansaldi et al 2018). Ces phages à ADN double brin
sont dotés d'une queue, en plus de leur capside. Cette structure caudale joue un rôle crucial
dans l'infection bactérienne: elle permet la reconnaissance de la cellule hôte, la perforation
de la membrane bactérienne, et l'injection du matériel génétique dans le cytoplasme
(Arnaud 2018). Les fibres caudales assurent l'ancrage spécifique du bactériophage à la
surface bactérienne. Une fois fixé aux récepteurs membranaires, le phage insère son acide

nucléique par l'intermédiaire de son tube central et grâce à l'action d'enzymes associées telles

que les Virion Associated Lysins - (VALs) (SâO-JosÉ 2018).

2 Phénomène déjà observé par Ernest Duchesne des années auparavant. Approfondissement de cette découverte dans Shama

(2016).
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La morphologie de la queue varie selon les phages: elle peut être longue et contractile,
flexible et non contractile, ou courte (Ansaldi et al. 2018). Ces différences ne seront pas
approfondies ici, car elles n'influencent pas directement les objectifs de la présente étude.

Après injection de l'ADN viral, la cellule bactérienne est détournée de ses fonctions initiales.
Elle exprime alors notamment les gènes viraux, produisant les éléments constitutifs de

nouveaux phages (capsides, queues, colliers, etc.) qui sont ensuite assemblés. Parallèlement, des

enzymes codées par le génome viral dégradent l'ADN bactérien, favorisant ainsi l'expression

des gènes du virus. Enfin, d'autres protéines virales, telles que les endolysines et holines,
lysent la paroi bactérienne, libérant des virions prêts à infecter de nouvelles cellules

(Dublanchet 2017, Gontier 2021).

Ces propriétés bactériolytiques font des phages des candidats pertinents pour traiter les

infections bactériennes dans le cadre de la phagothérapie.

Phagothérapie: une stratégie complémentaire aux antibiotiques
Bien que prometteuse, la phagothérapie ne peut à elle seule se substituer à l'antibiothérapie.
Les bactéries peuvent en effet développer rapidement des mécanismes de résistance aux
phages, notamment via des mutations affectant les récepteurs membranaires (OM, Outer
Membrane) empêchant la fixation des protéines virales d'attachement RBPs (Receptor
Binding Proteins) (Oechslin 2018). Par ailleurs les phages ne peuvent traiter efficacement

que les infections où ils peuvent être physiquement amenés au contact des bactéries. Les

phages administrés par voie systémique sont souvent éliminés par le système immunitaire,
ce qui limite leur usage à des infections localisées ou accessibles. De plus, ils restent inefficaces

contre les bactéries strictement intracellulaires (Ravat et al. 2015).

En conséquence, la phagothérapie devrait être envisagée non comme un substitut, mais

comme un complément thérapeutique aux antibiotiques (Desgranges et al 2019). Cette

perspective est d'autant plus justifiée que certaines mutations conférant une résistance aux
phages induisent une perte de résistance aux antibiotiques (Xuan et al. 2022) ou une réduction

de la valeur sélective (fitness) bactérienne (Oechslin 2018).

Intérêt des combinaisons phage-antibiotique
De nombreuses études ont mis en évidence un effet synergique entre certains phages et

antibiotiques (Li et al. 2021, Bulssico et al. 2023). Ces effets se manifestent par une réduction
plus importante de la croissance bactérienne qu'avec l'un ou l'autre des traitements pris
séparément. Une méta-analyse récente indique que 90% des combinaisons testées in vitro
contre des souches cliniques présentent une synergie (Pirnay et al 2024).

Toutefois, quelques cas d'antagonismes ont été rapportés entre des antibiotiques et des

phages (Abedon 2019). Ces situations sont généralement observées lorsque l'antibiotique
empêche l'expression des gènes viraux, comme c'est le cas avec la rifampicine, un inhibiteur
de la transcription bactérienne (McClure & Cech 1978). L'étude de Man et al (1972)
montre ainsi que le nombre moyen de virions produits par infection (burst si^e) passe de 120

en l'absence de rifampicine à 0 en sa présence. Ces effets indésirables peuvent néanmoins
être évités par des tests préalables de compatibilité in vitro.

Combinaisons de phages: un potentiel encore peu exploré
Au-delà des associations phage-antibiotique, certaines études indiquent également des effets
synergiques entre différents phages utilisés conjointement (Schmerer et al. 2014, Niu et al.

2021). La synergie phage-phage, bien que moins étudiée, pourrait permettre d'augmenter
l'efficacité thérapeutique tout en retardant l'émergence de résistances. A l'inverse, des cas

d'antagonisme phage-phage ont aussi été signalés, soulignant la nécessité d'une sélection

rigoureuse des combinaisons utilisées (Molina et al. 2022).

Palma Y. - Phagothérapie, antibiothérapie: deux approches complémentaires plutôt que substitutives? 147
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La nature de l'interaction (synergique, additive ou antagoniste) dépend de plusieurs facteurs,
dont le mode d'action des antibiotiques impliqués. L'étude d'ABEDON (2019) recense ainsi
de nombreux cas d'antagonisme dans lesquels les antibiotiques utilisés ciblaient l'expression
génique bactérienne, entravant par conséquent la réplication virale.

Dans ce contexte, la présente étude vise à explorer les questions suivantes:

• Dans quelle mesure le mécanisme d'action d'un antibiotique impacte-t-il l'efficacité de sa

combinaison avec un bactériophage, sur une souche de Escherichia coli isolée clinique-
mentf

• Une combinaison de plusieurs phages est-elle plus efficace qu'un traitement basé sur un
seul phage, pour cette même souche?

Méthodes
L'objectif de cette étude est d'évaluer l'efficacité de combinaisons thérapeutiques de phages
et d'antibiotiques, ainsi que de phages entre eux, sur une souche clinique d'Escherichia coli

(E. coli B:006C2), en identifiant les effets synergiques, additifs, antagonistes ou l'absence
d'interaction. L'expérimentation a été conduite sur quatre jours dans le laboratoire de
neurourologie de l'Hôpital universitaire de Balgrist (Zurich), sous la supervision de ses membres.
Ce laboratoire est spécialisé dans la préparation de traitements magistraux à base de phages
(parfois modifiés génétiquement) pour le traitement d'infections urinaires associées à la
présence de cathéter, fréquemment causées par Escherichia coli.

Modèle plaque 96 puits - Dilutions phage E2 et phage d>41s

Dilution phage 4>41s (PFU/mL)
l.E+08

1

l.E+07

2

l.E+06

3

l.E+05

4

l.E+04

5

l.E+03

6

l.E+02

7

l.E+01

8

0

9

0

10

Phage E2 seulement
(contrôle)

11

Contrôle

12

l.E+08 A 1E+8, 1E+8 1E+8, 1E+7 1E+8, 1E+6 1E+8, 1E+5 1E+8, 1E+4 1E+8, 1E+3 1E+8, 1E+2 1E+8, 1E+1 1E+8, 0 1E+8, 0 1.00E+08 Croissance

l.E+07 B 1E+7, 1E+8 1E+7, 1E+7 1E+7, 1E+6 1E+7, 1E+5 1E+7, 1E+4 1E+7, 1E+3 1E+7, 1E+2 1E+7, 1E+1 1E+7, 0 1E+7, 0 1.00E+07

l.E+06 C 1E+6, 1E+8 1E+6, 1E+7 1E+6, 1E+6 1E+6, 1E+5 1E+6, 1E+4 1E+6, 1E+3 1E+6, 1E+2 1E+6, 1E+1 1E+6, 0 1E+6, 0 1.00E+06

l.E+05 D 1E+5, 1E+8 1E+5, 1E+7 1E+5, 1E+6 1E+5, 1E+5 1E+5, 1E+4 1E+5, 1E+3 1E+5, 1E+2 1E+5, 1E+1 1E+5, 0 1E+5, 0 1.00E+05

l.E+04 E 1E+4, 1E+8 1E+4, 1E+7 1E+4, 1E+6 1E+4, 1E+5 1E+4, 1E+4 1E+4, 1E+3 1E+4, 1E+2 1E+4, 1E+1 1E+4, 0 1E+4, 0 1.00E+04 Vides

l.E+03 F 1E+3, 1E+8 1E+3, 1E+7 1E+3, 1E+6 1E+3, 1E+5 1E+3, 1E+4 1E+3, 1E+3 1E+3, 1E+2 1E+3, 1E+1 1E+3, 0 1E+3, 0 1.00E+03

l.E+02 G 1E+2, 1E+8 1E+2, 1E+7 1E+2, 1E+6 1E+2, 1E+5 1E+2, 1E+4 1E+2, 1E+3 1E+2, 1E+2 1E+2, 1E+1 1E+2, 0 1E+2, 0 1.00E+02

l.E+01 H
l.E+08 l.E+07 l.E+06 l.E+05 l.E+04 l.E+03 l.E+02 l.E+01 0 0

Phage d>41 s seulement (contrôle)

Modèle plaque 96 puits - Dilutions phage E2 et antibiotique

Dilution antibiotique (|ig/mL)
128 64 32 16 8 4 2 1 0,5 0,25 Phage E2 seulement Contrôle

(contrôle)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

l.E+08 A 1E+8, 128 1E+8, 64 1E+8, 32 1E+8, 16 1E+8, 8 1E+8, 4 1E+8, 2 1E+8,1 1E+8, 0,5 1E+8, 0,25 1.00E+08 Croissance

l.E+07 B 1E+7, 128 1E+7, 64 1E+7, 32 1E+7, 16 1E+7, 8 1E+7, 4 1E+7, 2 1E+7,1 1E+7, 0,5 1E+7, 0,25 1.00E+07

l.E+06 C 1E+6, 128 1E+6, 64 1E+6, 32 1E+6, 16 1E+6, 8 1E+6, 4 1E+6, 2 1E+6,1 1E+6, 0,5 1E+6, 0,25 1.00E+06

l.E+05 D 1E+5, 128 1E+5, 64 1E+5, 32 1E+5, 16 1E+5, 8 1E+5, 4 1E+5, 2 1E+5,1 1E+5, 0,5 1E+5, 0,25 1.00E+05

l.E+04 E 1E+4, 128 1E+4, 64 1E+4, 32 1E+4, 16 1E+4, 8 1E+4, 4 1E+4, 2 1E+4,1 1E+4, 0,5 1E+4, 0,25 1.00E+04 Vides

l.E+03 F 1E+3, 128 1E+3, 64 1E+3, 32 1E+3, 16 1E+3, 8 1E+3, 4 1E+3, 2 1E+3,1 1E+3, 0,5 1E+3, 0,25 1.00E+03

l.E+02 G 1E+2, 128 1E+2, 64 1E+2, 32 1E+2, 16 1E+2, 8 1E+2, 4 1E+2, 2 1E+2,1 1E+2, 0,5 1E+2, 0,25 1.00E+02

128 64 32 16 8 4 2 1 0,5 0,25
l.E+01 H

lE+n 1 x 10"
Antibiotique seulement (contrôle)

Figure 1. Modèles de dilution réalisés sur des plaques à 96 puits. Les dilutions en série des phages et des

antibiotiques (ou d'un second phage) ont été disposées selon une géométrie en damier (checkerboard), permettant

de tester l'effet combiné de différentes concentrations de chaque agent thérapeutique.
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Préparation des plaques de culture
L'expérience repose sur la méthode de synographie (Liu et al. 2020), qui permet de visualiser
l'effet combinatoire de bactériophages et d'antibiotiques via une approche de type dilution
croisée (checkerboard), voir figure 1.

Trois plaques 96 puits ont été préparées selon les modalités suivantes:

• Plaque 1 : combinaisons du phage E2 avec la Ciprofloxacine
• Plaque 2: combinaisons du phage E2 avec la gentamicine
• Plaque 3: combinaisons du phage E2 avec un second phage 041s

Des dilutions verticales en base dix du phage E2 ont été réalisées de 4 x 108 et 4 x 102 PFU
(Plaque-forming unit: unité de quantification des phages décrivant le nombre de phages
capables de former des plaques de lyses sur une culture bactérienne en boîte de pétri)/mL
ainsi que des dilutions horizontales de l'antibiotique en base 2 de 512 et 1 pg/mL. Les deux
séries de dilutions ont ensuite été combinées dans une plaque, générant une matrice croisée
de traitements. La concentration finale des antibiotiques variait entre 128 et 0,25 pg/mL, et
celle des phages entre 1 x 108 et 1 x 102 PFU/mL.

Les lignes et colonnes périphériques ont servi de contrôles:

• Colonnes avec phages seuls
• Lignes avec antibiotiques seuls
• Un puits contenant uniquement le milieu de culture liquide a été utilisé comme contrôle

de stérilité.

Pour la plaque phage-phage (E2 et 041 s) des dilutions croisées en base 10 ont été réalisées

pour chaque phage selon le même principe.

Analyse spectrophotométrique

L'efficacité des traitements a été mesurée par spectrophotométrie à 600 nm, méthode
permettant de suivre l'évolution de la densité optique (DO) des cultures bactériennes en
fonction du temps (figure 1). Une DO élevée traduit une forte concentration bactérienne,
tandis qu'une diminution indique une inhibition ou une lyse bactérienne.

Le spectrophotomètre utilisé est un BioTek (Agilent) LogPhase 600 Microbiology Reader

appartenant au laboratoire de neuro-urologie de l'Hôpital universitaire de Balgrist. Les

plaques ont été incubées à température optimale (37°C et gradient de température), avec

agitation de 800 tr/min, et la DO a été enregistrée toutes les 10 minutes pendant 18 heures.
Cette mesure en continu a permis d'établir des cinétiques de croissance bactérienne sous
l'effet des différents traitements.

Traitement des données

Les données brutes obtenues par spectrophotométrie ont été exploitées pour générer:

• des graphiques de croissance bactérienne (figure 5)
• des cartes thermiques (figures 2 à 4) illustrant l'efficacité relative des différentes

combinaisons.

Ces cartes ont été établies à partir du pourcentage de réduction bactérienne (basé sur la
dernière mesure de DO) selon la formule proposée par Mascarenhas et al (2022):

Absorbance A. - Absorbance
contrôle traitement

Réduction bactérienne [%] x 100

Absorbance
contrôle

Avec Absorbance A. correspondant au puits sans traitement (croissance maximale), et
contrôle *- L ^ '7

Absorbance correspondant au puits traité.
traitement L L
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Cette approche a permis d'identifier les combinaisons les plus efficaces ainsi que les phénomènes

de synergie, d'additivité, d'antagonisme ou encore l'absence d'effet combinatoire.

Résultats
Cartes thermiques des combinaisons phage-antibiotique

Les résultats des combinaisons entre le phage E2 et deux antibiotiques (Ciprofloxacine et

gentamicine) sont représentés sous forme de cartes thermiques (figures 2 et 3), dans

lesquelles chaque cellule de la plaque 96 puits correspond à un pourcentage de réduction
bactérienne. Les cases plus claires indiquent les traitements les plus efficaces. Certains puits
présentant des valeurs aberrantes, dus à des anomalies de mesure spectrophotométrique, ont
été exclus de l'analyse.

Concentration de la Ciprofloxacine

A

1

85.2

2

80.6
3 4 5 6 7 8 9 10 11

77.0 72.3 68.4 61.3 60.3 59.6 59.7 58.61 20.5

B 81.6 74.9 70.2 66.5 62.6 59.0 56.8 58.11 14.5 59.1 60.2
C 80.5 75.9 69.3 65.2 60.6 58.3 57.1 57.0 56.9 57.0 57.7
D 79.5 75.5 68.8 64.6 60.5 57.4 56.5 56.0 56.0 57.0 56.6
E 78.9 75.5 68.1 63.8 59.9 56.9 56.3 55.6 55.5 55.9 55.9
F 76.3 75.3 67.9 63.8 58.7 57.7 56.3 55.6 55.4 55.2 55.1
G 78.9 74.5 67.4 63.4 59.8 55.3 56.1 55.3 55.2 55.0 54.8

H 77.6 75.0 67.6 33.1 59.8 55.4 55.4 55.4 55.2 55.1 54.6

Figure 2. Carte thermique des effets combinés du phage E2 et de la Ciprofloxacine. Les pourcentages
indiqués correspondent à la réduction de la croissance bactérienne d'Escherichia coli, calculée d'après les

analyses en spectrophotométrie. Les valeurs les plus élevées (en clair) indiquent une inhibition plus marquée.

Dans la figure 2, la combinaison la plus efficace entre le phage E2 et la Ciprofloxacine atteint
85,2 % de réduction bactérienne, ce qui constitue une augmentation de 7,6 % par rapport au
meilleur traitement à base de Ciprofloxacine seule (77,6 %) et de 25 % par rapport au phage
seul (60,2%). Ces données indiquent que l'association des deux agents peut aboutir à une
efficacité accrue. Dans les cinq premières colonnes de la plaque (128—8jag/mL de
Ciprofloxacine), l'activité antibactérienne observée semble principalement résulter d'interactions
combinées entre les deux agents, tandis que dans les colonnes suivantes (4-0,25 pg/mL),
l'effet du phage E2 semble prédominer.

Concentration de la gentamicine
oM §
o

}
CL
c

T3
3"
Q)

CÛ
a>

Figure 3. Carte thermique des effets combinés du phage E2 et de la gentamicine. La réduction bactérienne
est exprimée en pourcentage, sur la base des mesures d'absorbance après 18 h d'incubation.
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B 88.8 88.7 87.7 87.0 78.1 70.8 64.61 29.3 60.8 60.4 60.4
C 88.8 88.1 87.6 86.5 78.5 66.4 62.5 60.7 59.4 59.1 57.8
D 88.8 88.0 87.4 86.1 78.9 65.0 60.9 59.7 58.4 58.0 56.9
E 89.0 87.7 87.1 85.9 78.7 64.7 61.1 59.3 57.7 57.2 56.6
F 89.6 88.5 87.2 85.9 78.5 65.1 60.9 59.0 57.0 56.7 58.2
G 89.5 87.9 87.3 85.6 77.6 64.8 61.0 58.7 56.6 56.3 60.3

H 89.0 88.5 87.1 85.3 75.5 63.7 59.7 57.8 56.4 55.7 59.8
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Pour la figure 3, représentant les résultats du traitement combiné phage E2 et gentamicine,
la combinaison la plus efficace atteint 89,8 %, soit seulement 0,8 % de plus que la gentamicine

seule (89 %) mais 29,2% de plus que le phage seul (60,6 %). Là encore, les premières
colonnes (128-32 pg/mL de gentamicine) indiquent une efficacité largement imputable à

l'antibiotique. En revanche, les colonnes médianes (16—1 jag/mL) révèlent une interaction
entre les deux traitements, et les colonnes les plus diluées (0,5—0,25 jag/mL) semblent
correspondre à l'activité seule du phage. Ce profil est très similaire à celui décrit par C.G. Liu
et al (2020), avec une carte thermique divisée en trois zones: dominance de l'antibiotique,
interactions, puis dominance du phage.

Cartes thermiques des combinaisons phage-phage

La figure 4 illustre les résultats obtenus avec la plaque testant les deux phages E2 et 041 s.

Le traitement combiné le plus efficace atteint 75,1 % de réduction bactérienne, ce qui représente

une augmentation de 8,7% par rapport au phage E2 seul (66,4%), mais seulement

0,3% de plus que le phage 041s seul (74,8%). Cela suggère que la majeure partie de l'effet
observé peut être attribuée au phage 041s. Dans de nombreuses combinaisons, les

pourcentages de réduction bactérienne semblent correspondre à ceux de 041 s seul, ce qui rend
difficile la mise en évidence d'une interaction synergique.

Néanmoins, certains cas, comme les puits B1 et B2, montrent une réduction de 3,9% et
3,8 % respectivement par rapport à 041s seul, ce qui suggère un antagonisme possible.
Toutefois, en l'absence de triplicats, il est impossible de confirmer ces observations par des tests

statistiques. Cette même limite s'applique aux deux plaques précédentes.
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H 74.8 72.6 73.0 72.0 70.4 69.3 65.0 64.0 54.9

Figure 4. Carte thermique des effets combinés des phages E2 et 041s. Les pourcentages de réduction
bactérienne permettent d'évaluer l'effet des combinaisons phage-phage sur Escherichia coli.

Analyse complémentaire par courbes de croissance

Afin d'affiner l'interprétation des résultats obtenus par cartes thermiques, une méthode
complémentaire a été employée: l'analyse des courbes de croissance bactérienne en fonction
du temps. Cette approche permet de mieux caractériser les interactions entre agents
thérapeutiques en observant la dynamique de croissance d'une culture bactérienne soumise à

différents traitements, seuls ou combinés. Les résultats sont présentés dans la figure 5, qui
regroupe quatre graphiques issus de la plaque 96 puits contenant les différentes combinaisons
testées.

Dans le premier graphique (figure 5a), trois courbes illustrent respectivement la croissance
bactérienne après exposition au phage E2 seul (rouge), à la Ciprofloxacine seule (violet), et à

leur combinaison (bleu). La courbe correspondant au traitement combiné suit un tracé
intermédiaire, relativement parallèle aux deux autres, sans présenter de rupture nette ou de

déviation marquée. Cette configuration correspond au modèle de l'effet additif tel que
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défini par Liu et al (2020), dans lequel la combinaison n'entraîne pas un effet supérieur à la

somme attendue des deux traitements individuels, mais conserve une efficacité notable.

Figure 5. Croissance de E. coli B:006C2 exposée à différents traitements: a. Traitement combiné du phage E2

avec la Ciprofloxacine, b. Traitement combiné du phage E2 avec la gentamicine. c. Traitement combiné des

phages E2 et 041s. d. Contrôle de croissance sans traitement. Les courbes montrent l'évolution de l'absor-
bance à 600 nm pendant 18 h, permettant de distinguer les effets synergique, additif ou neutre des différentes
combinaisons. Chaque combinaison présentée dans cette figure correspond à l'association de traitements
simples appliqués aux mêmes concentrations.

En revanche, le graphique de la figure 5b, représentant la croissance bactérienne exposée à

la combinaison du phage E2 avec la gentamicine, révèle une dynamique différente. Les
courbes de croissance associées aux traitements individuels sont relativement proches l'une
de l'autre, mais la courbe correspondant à la combinaison présente une décroissance

significative de la densité optique, marquant une inhibition bactérienne nettement
supérieure. Ce profil est caractéristique d'un effet synergique, dans lequel la combinaison
exerce un effet thérapeutique amplifié, supérieur à la simple addition des deux effets
indépendants. Cela suggère une interaction favorable entre la gentamicine et le phage E2
dans les conditions testées.

Dans le cas de la figure 5c, qui examine la combinaison des deux phages (E2 et 041 s), la
situation est plus nuancée. Les courbes de croissance correspondant aux traitements
individuels (E2 en rouge, 041s en vert) et à leur combinaison (jaune) sont quasiment
superposées, en particulier dans les premières heures d'incubation. L'absence de différenciation
claire entre les courbes indique que la combinaison n'apporte pas d'effet supplémentaire par
rapport au traitement le plus efficace seul. Ce cas illustre une absence d'interaction significative,

ou ce que Liu et al. (2020) décrivent comme un effet nul ou non-additif.

Enfin, la figure 5d présente la courbe de croissance de la souche de E. coli B:006C2 en
l'absence de tout traitement, utilisée comme contrôle de croissance. Elle sert de référence pour
mesurer l'efficacité relative des traitements en comparant leur capacité à ralentir ou inhiber
la multiplication bactérienne.
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Cette approche cinétique, bien qu'elle ne se substitue pas à une analyse statistique approfondie,

permet néanmoins d'apporter un éclairage qualitatif sur la nature des interactions
thérapeutiques. En complément des cartes thermiques, elle contribue à mieux visualiser les

dynamiques de synergie, d'additivité ou de neutralité entre agents. Toutefois, pour affirmer
avec certitude la nature des effets observés, des tests statistiques rigoureux sur données
répliquées seraient indispensables, ce qui n'a pu être mis en œuvre dans le cadre de cette étude.

Discussion
Phagothérapie et antibiotiques: des synergies thérapeutiques prometteuses

Les résultats obtenus dans cette étude confirment que l'association entre phages et antibiotiques

peut présenter des effets thérapeutiques supérieurs à ceux des traitements simples,

que ce soit en termes de réduction bactérienne ou de rapidité d'action. Comme l'illustrent
les figures 2, 3 et 5a—b, les combinaisons phage-antibiotique ont souvent produit des effets

synergiques ou additifs, sans qu'aucun cas net d'antagonisme ne soit observé. Cette observation

renforce l'idée que les phages ne doivent pas être considérés comme une alternative
aux antibiotiques, mais plutôt comme des alliés complémentaires dans la lutte contre l'anti-
biorésistance.

Ce constat peut paraître contre-intuitif au regard des mécanismes biochimiques impliqués.
En effet, la Ciprofloxacine inhibe la réplication de l'ADN, un processus a priori indispensable

à la multiplication virale lors du cycle lytique. De même, la gentamicine perturbe la
traduction protéique, essentielle à l'assemblage des phages. Pourtant, dans les deux cas, des

effets synergiques sont observés. Ces résultats rejoignent des travaux antérieurs montrant
que les effets combinatoires ne peuvent pas toujours être prédits sur la seule base des
mécanismes d'action des agents (Coyne et al. 2024). Certaines hypothèses permettent néanmoins
de concilier ces observations: par exemple, la filamentation bactérienne induite par la
Ciprofloxacine pourrait augmenter l'adsorption des phages (Bulssico et al. 2023), tandis que la
sensibilité accrue des bactéries stressées par la gentamicine pourrait amplifier l'action lytique
du phage.

Ce manque de prévisibilité souligne la nécessité d'évaluer expérimentalement chaque
combinaison thérapeutique, en tenant compte des concentrations relatives des agents. Notre
étude montre en effet que l'effet global dépend étroitement des proportions phage-anti-
biotique utilisées, ce qui constitue un levier d'optimisation non négligeable pour les
applications cliniques futures.

Interactions phage-phage: complexité et incertitudes

Contrairement aux résultats obtenus avec les antibiotiques, les interactions entre phages se

sont révélées plus ambiguës et difficilement interprétables (figures 4 et 5c). Bien que
certaines combinaisons aient montré de légers effets positifs, d'autres ont suggéré un possible
antagonisme, notamment dans les puits B1 et B2. Ces observations rejoignent la littérature,
qui souligne que les phages peuvent entrer en compétition lorsqu'ils partagent les mêmes

récepteurs bactériens ou co-infectent une même cellule hôte (Molina et al. 2022). L'absence
de réplicats dans notre protocole expérimental ne permet cependant pas de trancher avec
certitude entre des variations liées à des artefacts expérimentaux et de véritables phénomènes

d'interférence biologique.

Ce flou méthodologique met en lumière l'importance de standardiser les approches d'analyse

des interactions combinatoires. L'utilisation conjointe de cartes thermiques et de

courbes de croissance (figure 5), comme le propose la méthode de Liu et al. (2020), permet
une première évaluation visuelle, mais reste insuffisante pour tirer des conclusions robustes
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en l'absence de données statistiques. A l'avenir, la généralisation d'essais réalisés en triplicat,
l'adoption d'indices quantitatifs tels que le FIC (Fractional Inhibitory Concentration) ou le

recours à des modélisations dynamiques pourraient améliorer la reproductibilité et la com-
parabilité des études dans ce domaine. Cependant, il semble important de mentionner que
l'usage d'un indice FIC n'a pas été retenu pour cette étude, celui-ci se basant sur des valeurs
de CMI (concentration minimale inhibitrice), inhérentes aux antibiotiques, mais, qui n'ont
pas semblées pertinentes pour décrire l'efficacité d'un traitement à base de bactériophages,
étant donné la cinétique bien différentes de la concentration des phages.

Perspectives thérapeutiques et défis à relever

L'ensemble des résultats obtenus appuie l'idée que la phagothérapie peut jouer un rôle
significatif dans les stratégies de lutte contre l'antibiorésistance, en particulier lorsqu'elle est
utilisée en combinaison raisonnée avec des antibiotiques. Toutefois, pour que ces traitements
puissent être intégrés de manière fiable dans les pratiques cliniques, des essais contrôlés plus
poussés sont nécessaires.

L'étude PhagoBurn (Jault et al. 2019), premier essai randomisé européen à grande échelle

sur la phagothérapie, a constitué une étape décisive. Bien qu'interrompue en raison de
problèmes de stabilité des cocktails de phages, elle a permis d'élaborer un protocole conforme
aux bonnes pratiques de fabrication, approuvé par plusieurs agences nationales du médicament.

Elle a également souligné les défis logistiques et réglementaires associés à l'utilisation
de produits biologiques vivants.

Enfin, plusieurs pistes de recherche émergentes pourraient permettre de surmonter les

limites actuelles de la phagothérapie. Parmi celles-ci figurent la modification génétique des

phages pour en améliorer la spécificité, la tolérabilité ou l'efficacité (Meile et al. 2021), le

développement de plateformes bioinformatiques permettant d'associer rapidement les

phages les plus adaptés à un profil bactérien donné, ou encore l'utilisation d'endolysines
(enzymes virales à effet bactéricide) comme alternatives « synthétiques » aux phages entiers.
Ces approches, encore en développement, témoignent du potentiel d'innovation considérable

de la phagothérapie, à condition qu'elle soit rigoureusement encadrée, cliniquement
validée et scientifiquement normalisée.

Conclusion
Cette étude met en évidence le potentiel thérapeutique des combinaisons phage-antibiotique
pour lutter contre les infections bactériennes résistantes. Les résultats obtenus suggèrent

que, dans certaines conditions, ces traitements combinés surpassent l'efficacité des
traitements simples, sans présenter d'antagonisme notable. En revanche, les interactions entre
phages apparaissent plus variables et incertaines, soulignant la nécessité de protocoles rigoureux

pour l'élaboration de cocktails.

Au-delà de ces observations, notre travail illustre l'intérêt d'une approche expérimentale
structurée pour mieux comprendre les dynamiques complexes entre agents antibactériens.
Il constitue une base de réflexion pour de futures recherches cliniques ou précliniques visant
à intégrer la phagothérapie de manière complémentaire aux antibiotiques traditionnels.
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