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Chapitre 5 : Isolement direct

L'identification et la caractérisation de nouveaux bactériophages continuent d'être une voie de recherche importante et gratifiante. Les bactériophages sont les formes de vie les plus abondantes de la planète et constituent ainsi une riche source de nouvelles informations génétiques. Malgré la découverte de plusieurs milliers de bactériophages uniques qui infectent divers hôtes bactériens, de nouveaux phages qui sont remarquablement différents génétiquement de tous ceux identifiés précédemment sont continuellement découverts. Le séquençage des génomes de ces nouveaux phages peut révéler des similitudes avec les phages précédemment identifiés, mais même de petites différences peuvent révéler des informations importantes sur la biologie et l'évolution des virus.

La route vers la découverte d'un nouveau phage commence par la collecte d'un échantillon environnemental. Tous les échantillons environnementaux, y compris le sol, le compost et l'eau, contiennent des phages. Mais pas tous les échantillons contiennent les phages spécifiques à votre hôte bactérien. Une bonne stratégie à utiliser pour trouver de nouveaux phages consiste à en savoir plus sur votre hôte et où il vit dans l'environnement. Là où vous trouvez des bactéries hôtes, vous trouverez des phages.

En laboratoire, vous extrairez des phages présents dans votre échantillon environnemental et testerez leur capacité à infecter votre hôte bactérien en utilisant l'une des deux techniques suivantes : l'isolement direct ou l'isolement après enrichissement (ou peut-être les deux). Les procédures qu’on utilise pour détecter les phages dans ces échantillons exploitent le cycle d'infection du bactériophage.

Isolement direct

L'Isolement direct (protocole 5.2) effectué en combinaison avec un Test du dénombrement des plages de lyse (protocole 5.3) est une méthode rapide pour détecter les phages dans des échantillons environnementaux solides et liquides. Cette méthode dénombre directement tous les phages présents dans votre échantillon qui peuvent infecter votre hôte. En effet, en utilisant l'isolement direct, vous pouvez découvrir de nombreux phages différents avec des morphologies de plages distinctes. Cependant, puisque ce ne sont pas tous les phages de votre échantillon qui parviendront à infecter les bactéries hôtes, vous ne trouverez peut-être qu'une plage de lyse sur votre boîte de pétri, ou même pas du tout. 

Isolement après enrichissement

La méthode d'Isolement après enrichissement (protocole 5.5) consiste à amplifier le nombre de phages dans votre échantillon environnemental avant d'identifier les plages de lyse sur des milieux solides avec la Technique du dépôt de la goutte (« spot test » en anglais) (protocole 5.6). Un isolement après enrichissement est accompli en mélangeant l'échantillon du sol avec des milieux de croissance bactériens pour extraire les phages, suivi d’une filtration pour éliminer les microbes indésirables. Des cellules hôtes bactériennes sont ensuite ajoutées au filtrat. Les particules de phages présentes qui reconnaissent l'hôte spécifique peuvent ensuite croître et s'amplifier à travers de multiples cycles de croissance lytique. Une seule particule de phage peut se multiplier en plusieurs millions de particules. Il est important de noter qu'un type particulier de phage peut faire concurrence avec les autres phages présents, de sorte que les phages que vous récupérez à la fin ne sont pas nécessairement représentatifs de ceux présents dans votre échantillon de départ.

Test du dénombrement des plages de lyse

Parce que les particules de phages individuelles sont trop petites pour être vues directement à l'œil nu, vous devez rechercher des preuves de la croissance des phages sous forme de plages de lyse, qui sont le résultat de la mort des cellules bactériennes. Le Test de plages de lyse (protocole 5.3) vous permet de détecter des plages sur un « tapis » de bactéries hôtes. Les tapis sont créés en mélangeant des bactéries avec des milieux liquides et de la gélose (agar), à une concentration qui permet aux bactéries de former une couche opaque et lisse. À mesure que les bactéries se développent, les phages présents dans votre échantillon infectent et se répliquent au sein de l'hôte bactérien, tuant les bactéries à la fin de chaque cycle lytique. Chaque infection phagique peut produire des dizaines ou centaines de nouvelles particules phagiques. Le nouveau phage qui s'échappe de chaque bactérie lysée diffuse à travers la gélose et infecte les bactéries voisines, répétant le processus de réplication et de lyse. Avec suffisamment de temps, une zone circulaire de bactéries éliminées appelée plage de lyse sera visible, indiquant la présence de phages !

Alors que certaines plages de lyse seront grandes et claires et donc faciles à identifier, certaines peuvent être plus difficiles à voir car elles seront petites ou troubles. De plus, des bulles d’air ou la couche de la gélose incorrectement solidifiée peuvent souvent être confondues avec des plages de lyse. Par conséquent, les plages d'aspect ambigu doivent toujours être testées pour confirmer qu'elles ont été causées par des phages. Les méthodes présentées – Repiquage d’une plage de lyse (protocole 5.4) suivi de la Technique du dépôt de gouttes (protocole 5.6 et également décrit ci-dessous) – vous permettent de tester plusieurs plages putatives rapidement en utilisant une seule plaque de gélose. Si vous êtes certain que vos plages sont véritablement causées par des phages, votre enseignant pourra vous encourager à laisser tomber la technique du dépôt de la goutte. Cependant, il peut être gratifiant de tester plusieurs plages de morphologies différentes en utilisant ce test pour voir combien de phages différents vous pouvez avoir isolés.

Technique du dépôt de gouttes

Les cultures enrichies sont criblées pour la présence de phages en étalant une fine couche de bactéries, de milieux et de gélose sur une plaque, et en pipetant de petits aliquotes de l'échantillon à tester sur le dessus. Au fur et à mesure que le tapis bactérien se développe, les phages présents dans l'échantillon effectuent les cycles d'infection et de lyse, créant de grandes zones claires ou « taches » composées de multiples plages de lyse qui se chevauchent. Par conséquent, la technique du dépôt de la goutte est un moyen de cribler plusieurs échantillons pour la présence de phages sur une même plaque.

Toutes nos félicitations ! Une fois que vous avez une goutte positive, vous avez réussi à isoler au moins un phage et vous êtes prêt à passer au Chapitre 6, Purification des phages.
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	Figure 5.0-1. Organigramme des expériences pour l'isolement des phages.
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