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Chapitre 8 : Visualisation des particules phagiques par microscopie électronique à transmission

Les phages, comme la plupart des micro-organismes, sont trop petits pour être vus à l'œil nu. Les microscopes optiques traditionnels, comme ceux que l'on trouve dans la plupart des laboratoires de biologie, utilisent une série de lentilles pour agrandir un échantillon et une source de lumière pour l'éclairer. Un simple microscope optique peut agrandir un objet de 40 à 1000 fois (40 – 1000X). Même les microscopes optiques les plus sophistiqués ne peuvent pas agrandir un objet au-delà de ~ 1500X en raison des propriétés de la lumière et de sa capacité à résoudre ou à distinguer deux objets distants de moins de 0.2 μm. Bien que la microscopie optique nous permette de voir des micro-organismes individuels tels que des bactéries, elle n'est pas suffisante pour observer les phages. Pour surmonter cette limitation, les scientifiques utilisent des microscopes qui utilisent un faisceau d'électrons au lieu de la lumière, ce qui permet un grossissement jusqu'à 10 000 000X.

La microscopie électronique à transmission (MET) est basée sur les mêmes principes que la microscopie optique, mais elle utilise un faisceau d'électrons plutôt que de la lumière pour « éclairer » l'échantillon. Les microscopes électroniques sont généralement très grands (Figure 8.0-1) et utilisent un fil chaud, appelé filament, pour produire un flux d'électrons focalisés dans un faisceau par des aimants. De la même manière que les microscopes optiques reposent sur des lamelles de verre transparentes à la lumière, ce sont des lamelles transparentes aux électrons qui sont utilisées. Les lamelles de microscope électronique, appelées grilles, sont généralement constituées de mailles fines en cuivre ou en nickel et peuvent être recouvertes de carbone et de plastique résistant à la chaleur tels que le formvar, en fonction de l'échantillon à examiner. Les échantillons biologiques et le revêtement carbone / plastique sont transparents aux électrons, mais ils sont extrêmement fragiles, de sorte que le maillage métallique offre stabilité et support. Pour les échantillons de phages liquides, tels que les lysats, des grilles de cuivre à 400 mailles recouvertes de carbone et de formvar sont appropriées (« 400 mailles » signifie qu'il y a 400 trous dans la feuille de cuivre de la grille).
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	Figure 8.0-1. Microscopie électronique à transmission (MET).



Un échantillon MET idéal a une concentration de 1010 UFP / ml et doit être relativement exempt de membranes cellulaires et de débris. Vous pouvez concentrer votre échantillon et éliminer les débris en sédimentant votre phage dans une microcentrifugeuse et en remettant le culot en suspension dans un tampon de phage frais. Lors de la précipitation d'un échantillon de phages, la biomolécule la plus dense est l'ADN, suivi des protéines, les membranes lipidiques étant les plus légères (encore plus légères que l'eau). Parce que les particules phagiques sont composées à la fois d'ADN et de protéines, elles sédimentent au fond d'un tube à centrifuger plus rapidement que les membranes lipidiques ou les protéines hôtes. En précipitant uniquement les phages dans votre lysat, puis en remettant en suspension le culot dans un tampon de phage frais, vous aurez un échantillon pur et concentré pour la microscopie électronique.

Lorsqu'un échantillon de phages est appliqué sur une grille, les phages adhèrent au revêtement de carbone au moyen d'interactions électrostatiques. Plus le lysat reste longtemps sur la grille, plus les particules de phages adhèrent au revêtement. À l'aide d'eau distillée, vous pouvez rincer l’excédent de sel et les débris cellulaires de la grille, puis colorer la grille avec un sel de métal lourd, comme l'acétate d'uranyle (AU). Les meilleures images sont obtenues lorsque la coloration est soigneusement séchée en un film mince sur toute la grille, s’amalgamant autour du phage et recouvrant à peine leurs surfaces. Lorsque la grille est placée dans le microscope électronique, les électrons du faisceau pénètrent dans les composants biologiques, tels que le phage et le revêtement de grille en carbone / plastique, mais sont dispersés par la couche de métaux lourds entourant le phage et par la maille de support en cuivre. Les électrons qui traversent l'échantillon frappent un écran phosphorescent et créent une image appelée micrographie. Une bonne micrographie devrait fournir un contour clair et des détails appréciables du phage.

On peut en apprendre beaucoup sur un phage en connaissant sa morphologie. Par exemple, vous pouvez dire s'il s'agit d'un siphoviridae à longue queue flexible (Figure 8.0-2A), d'un myoviridae à queue contractile (Figure 8.0-2B), ou d'un podoviridae (Figure 8.0-2C), à petite queue non contractile. Deux phages avec des morphologies de plages de lyse similaires peuvent être distingués en calculant leurs tailles de tête et de queue respectives à partir d'une micrographie. La morphologie peut également fournir des informations sur le génome d'un phage. Par exemple, les phages qui ont de grandes capsides contiennent généralement plus d'ADN (c'est-à-dire un génome plus long) que les phages avec des capsides plus petites. Les phages à longue queue ont un long gène « ruban à mesurer », qui code pour une protéine qui détermine la longueur de sa queue.
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	Figure 8.0-2. Morphologie des phages. Les schémas de phages et les micrographies électroniques à transmission montrent trois morphologies de phages différentes. (A) Mycobactériophage Scarlett est un siphoviridae à longue queue flexible. (B) Mycobactériophage Gabriel est un myoviridae à courte queue contractile. (C) Cyanobactériophage Syn5 est un podoviridae avec une queue non contractile trapue. Barres de taille = 50 nm.
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