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Protocole 11.4 : Test de sensibilité

Objectif : Tester la capacité d'un phage ou d'un ensemble de phages à infecter un lysogène confirmé

But : Les tests de sensibilité sont des titrations par dépôts de gouttes effectuées sur un tapis bactérien de lysogènes confirmés pour tester la sensibilité de ces cellules à l'infection par les phages. L'immunité à la surinfection est définie comme la capacité d'un lysogène à résister à l'infection d'un bactériophage via son répresseur d'immunité. Bien que les résultats ne nous diront pas définitivement le mécanisme derrière l'insensibilité cellulaire à l'infection phagique, c'est une bonne première piste de réponse.

Matériel requis :
· Cultures liquides de lysogènes potentiels
· Culture liquide de cellules hôtes de type sauvage
· Lysats de phages à tester sur les lysogènes
· Plaques de gélose
· Tampon de phage
· Gélose molle

Protocole :

Jour 1
A. Préparez votre paillasse pour travailler dans des conditions aseptiques et réunissez le matériel requis.
1. Vous aurez besoin d'une culture de lysogènes liquide préparée selon le protocole Test et vérification de lysogènes potentiels : Libération de phages en milieu liquide (11.3).
2. Vous aurez également besoin d'une culture hôte bactérienne liquide de type sauvage.

B. Préparez les tapis bactériens de chaque bactérie à tester, y compris tous les lysogènes potentiels et les cellules hôtes de type sauvage, selon les protocoles Technique du dépôt de gouttes (5.6) ou Titration par dépôts de gouttes (6.4).
1. Identifiez les plaques de gélose avec le type de cellules (type sauvage, lysogène) et le(s) nom(s) du ou des phages testés.
2. Laissez les plaques se solidifier.

C. Effectuez le protocole de Dilutions en série (6.2) sur les lysats de phages que vous souhaitez tester pour leur capacité à surinfecter le lysogène.
1. Les lysats doivent être dilués jusqu’à 10-8 dans le tampon de phage.
2. Notez les titres des lysats non dilués dans votre cahier de laboratoire.

D. Déposez les dilutions et les contrôles sur chaque tapis bactérien préparé.
1. Un à la fois, déposez aseptiquement 3 μl de chaque dilution de lysat sur les tapis bactériens.
a. Des dilutions de quatre lysats maximum peuvent être déposés sur une seule plaque si vous pipetez soigneusement.
b. Utilisez toujours de nouveaux embouts pour chaque dépôt. Vous ne voulez pas contaminer les dilutions stocks de lysats avec les différentes cellules qui sont sur les plaques de gélose.
2. Utilisez 3 µl de tampon de phage stérile comme contrôle négatif.
3. Laissez le liquide des gouttes sécher complètement.
4. Retournez soigneusement les plaques et incubez à la bonne température pendant 24 à 48 heures.
a. Pour empêcher les gouttes de couler, vous pouvez reporter l'inversion jusqu'à ce que les 24 premières heures se soient écoulées.

Jour 2
A. Vérifiez les signes d'insensibilité.
1. Vérifiez les gouttes et les plages de lyse individuelles après 24 et 48 heures.
a. Avez-vous des plages de lyse individuelles dans vos dilutions plus élevées (c'est-à-dire pour les plus dilués) ? Voir la Figure 11.4-1 pour un exemple.
i. Calculez les titres de phage pour les lysats capables d'infecter le lysogène et l'hôte de type sauvage selon le protocole Titration par dépôts de gouttes (6.4).
b. Si vous avez des plages de lyse uniquement sur des échantillons moins dilués (c'est-à-dire les échantillons les plus concentrés), vous assistez probablement à de la « lyse de l'extérieur ». C'est un phénomène par lequel un lysat à titre élevé peut provoquer une lyse cellulaire lorsqu'il est déposé sur un tapis bactérien. Cependant, les échantillons plus dilués ne produisent pas de plages de lyse individuelles. La lyse de l'extérieur n'est pas un signe d'immunité.
2. Prenez une photo de vos résultats.

B. Interprétez les résultats de votre test d'immunité.
1. Calculez l'efficacité de l’infection.
a. Calculez l'efficacité selon la formule :
Titre du phage sur lysogène / titre du phage sur l'hôte de type sauvage = efficacité d’infection
b. Les efficacités d’infection les plus simples à interpréter sont soit 0, car le phage n'a pas infecté le lysogène, soit 1, parce que le phage a infecté les deux souches de bactéries de manière égale.
i. Certaines efficacités d’infection sont plus difficiles à interpréter. Par exemple, certains lysats de phage sembleront avoir un titre sensiblement plus bas lorsqu'ils sont utilisés sur votre lysogène que lorsqu'ils sont utilisés sur des cellules de type sauvage. C'est ce qu'on appelle une efficacité d’infection réduite. Cela peut être dû à diverses raisons, notamment l'exclusion ou la restriction de surface.
2. Que pouvez-vous déterminer à propos de votre phage à partir de vos résultats ?
a. Voyez-vous une infection équivalente sur vos plaques de contrôle et expérimentales pour votre phage initial, ou votre phage est-il incapable d'infecter son propre lysogène, comme dans la Figure 11.4-1 ?
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	Figure 11.4-1. Exemple d’un test de sensibilité. Des portions de deux plaques sont représentées. La plaque de gauche a un tapis bactérien de M. smegmatis de type sauvage mc2155. La plaque de droite a un tapis bactérien du lysogène M. smegmatis mc2155 obtenu en travaillant avec le phage Courthouse du Cluster J. Huit phages ont été dilués en série et déposés sur les deux tapis bactériens, et leurs noms figurent sur la gauche. Les six premiers phages sont membres du Cluster J (Baka à Thibault), Jasper est membre du Cluster A1 et Rosebush est membre du Cluster B2. Le lysogène Courthouse est insensible à l'infection par les phages du Cluster J, très probablement par l'immunité et l'action du répresseur d'immunité du phage Courthouse exprimé dans le lysogène. Des cas de « lyse de l'extérieur » sont visibles dans la rangée Thibault. Le phage Jasper est également incapable d'infecter le lysogène, probablement en raison de la présence du gène répresseur d'immunité A1 que le phage Courthouse possède également dans son génome (en plus de son répresseur régulier du Cluster J). Enfin, Rosebush est également incapable d'infecter le lysogène, probablement en raison de l'exclusion ou de la restriction, car Rosebush ne semble pas avoir de mécanisme d'intégration évident ou de répresseur d'immunité.



3. Que pouvez-vous apprendre des résultats d'infection par d'autres phages ?
a.  L'examen des génomes des phages séquencés peut vous conduire à des caractéristiques génomiques intéressantes. Cependant, ne vous limitez pas à tester uniquement les phages séquencés, car vous pouvez apprendre quelque chose sur le caractère des phages non séquencés, en fonction de leur capacité à infecter un groupe de lysogènes connus.

Conseils utiles :

· Veillez à ne pas confondre « lyse de l'extérieur » et infection phagique. L'infection phagique produira des plages de lyse à de faibles concentrations de virus dans le lysat. La « lyse de l'extérieur » produira une zone clarifiée qui se dilue et ne produit pas de plages de lyse, car les phages qui peuvent tuer les bactéries de l'extérieur ne subissent pas un cycle lytique normal. La lyse 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. Une bonne analogie de la mort cellulaire du phage « tuant de l'extérieur » est si on laisse tomber un ballon d'eau sur une boîte d'aiguilles. Vous ne ferez plus d'aiguilles, mais vous éclaterez certainement votre ballon d’eau.

· Un lysogène ne sera pas sensible à l'infection par le même phage qui l'a créé.

· Aucun test d'immunité n'est valide à moins qu'un contrôle de type sauvage ne soit inclus dans le test. Pourquoi ?

· Si un site attP / attB est identifié, concevoir des amorces de PCR pour amplifier la région entre les sites attL ou attR du prophage intégré. Concevez des amorces de contrôle pour amplifier uniquement sur le site attB. Les amorces attB devraient fonctionner sur un non-lysogène, mais seront trop éloignées pour fonctionner sur un lysogène intact.
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