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Protocole 11.3 : Test et vérification de lysogènes potentiels : Libération de phages en milieu liquide

Objectif : Déterminer si un lysogène putatif libère des phages dans une culture liquide

But : Dans une culture de lysogènes, les phages sont constamment libérés en raison de l'induction spontanée du cycle lytique. Une culture liquide d'un lysogène aura un titre de phage assez élevé dans le surnageant, qui peut être détecté par titration par dépôts de gouttes sur un tapis bactérien hôte de type sauvage.

Matériel requis :
· Plaque de striations de lysogènes potentiels purifiés
· Milieux de croissance bactériens liquides
· Tubes de culture
· Gélose molle
· Plaque de gélose
· Microtubes

Protocole :

Jour 1
A. Préparez votre paillasse pour travailler dans des conditions aseptiques et réunissez le matériel requis.
B. Préparation d’une culture liquide d'un lysogène potentiel.
1. À l'aide d'un bâton stérile, d'un embout de micropipette ou d'une boucle stérile, choisissez une seule colonie de votre lysogène potentiel à partir d'une plaque de striation provenant des rondes de purification, préparée conformément au protocole Test et vérification de lysogènes potentiels : Repiquage de culture (« patch assay ») (11.2).
2. Inoculez 3 ml de milieu approprié (dans un tube de culture) avec la colonie prélevée en agitant le bâton, l’embout ou la boucle dans le milieu de culture.
a. Incubez le tube avec agitation à 220 tr / min pendant 2 à 4 jours.
b. Cette culture peut également être utilisée pour préparer des tests de sensibilité et pour créer un stock congelé de votre lysogène.

Jour 2
A. Préparez un tapis bactérien avec des cellules hôtes de type sauvage et une couche de gélose molle selon les protocoles de Technique du dépôt de gouttes (5.6) ou Titration par dépôt de gouttes (6.4).
B. Préparez le surnageant de la culture liquide de lysogène.
1. Pipetez 500 μl de votre culture potentielle de lysogènes liquide dans un microtube de 1.5 ml.
2. Centrifugez à vitesse maximale dans une microcentrifugeuse pendant 1 minute pour précipiter les cellules bactériennes.
3. Retirez 100 µl du surnageant et transférez-le dans un nouveau microtube de 1.5 ml.
4. Faites des dilutions en série de 10 fois du surnageant jusqu’à 10-8 dans le tampon de phage selon le protocole de Dilutions en série (6.2).
5. Pipetez 3 µl de chaque dilution sur le tapis bactérien préalablement préparé et laissez-les reposer jusqu'à ce qu'ils soient absorbés.
6. Incubez à la température de croissance appropriée pendant 24 à 48 heures.

Jour 3
A. Observez les gouttes pour la présence de plages de lyse.
1. Si des plages de lyse individuelles apparaissent dans les gouttes des dilution plus élevées (c'est-à-dire la plupart des échantillons dilués), vous pouvez avoir un lysogène stable dans votre culture liquide initiale.
2. Si aucune plage de lyse n'apparaît, ce n'est probablement PAS un lysogène.

B. Vous pouvez continuer à étudier votre lysogène en l'utilisant pour effectuer un Test de sensibilité (11.4) avec d'autres phages.

Conseils utiles :

· Les cultures liquides ensemencées à partir d’une seule colonie peuvent pousser en formant des agrégats, comme on le voit avec le type sauvage M. smegmatis mc2155. Pour éviter l’agrégation, vous pouvez utiliser du détergent Tween dans votre milieu de culture liquide de départ. Si le Tween est utilisé, vous devrez alors effectuer une deuxième culture dans un milieu sans Tween avant de tester la sensibilité des phages, car la présence de Tween dans la culture peut inhiber la fixation des phages à l'hôte.

· Lorsque vous créez un stock de congélation de votre lysogène à partir d'une culture liquide, n'oubliez pas de tester et de conserver la même culture liquide. Ne supposez pas que différentes colonies d'une même plaque sont identiques.

· Veillez à ne pas confondre « lyse de l'extérieur » et infection phagique. L'infection phagique produira des plages de lyse à de faibles concentrations en terme de titre. La « lyse de l'extérieur » produira une zone de clarification qui se dilue et qui ne produit pas de plages de lyse. En effet, les phages qui peuvent tuer une cellule bactérienne de l'extérieur ne subissent pas un cycle lytique normal. La mort de l'extérieur se produit lorsque les cellules sont exposées à une concentration élevée de phages et meurent sans que le phage se propage normalement.
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