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Protocole 11.5 : Test de la gamme d’hôtes

Objectif : Tester la capacité d'un phage à infecter un autre hôte que celui qui a servi à l’isoler

But : Les analyses de la gamme d'hôtes sont des titrations par dépôts de gouttes effectuées pour tester la capacité et l'efficacité d'un phage donné à infecter des bactéries différentes de l'hôte d'isolement. Les résultats sont rapportés sous la forme d'un ratio qui décrit l’efficacité des phages à infecter d’autres bactéries que l'hôte qui a servi à l'isolement, et est appelé efficacité de l’infection (« efficiency of plating » [EOP] en anglais).

Matériel requis :
· Cultures liquides de bactéries à tester
· Culture liquide de l'hôte d'isolement
· Lysats de phage avec un titre > 5 x 109 UFP / ml
· Plaques de gélose
· Tampon de phage

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 liquide pour chaque espèce bactérienne que vous prévoyez tester pour déterminer la gamme d'hôtes de votre phage. Vous aurez également besoin d'une culture liquide de l'hôte bactérien avec lequel vous avez initialement isolé votre phage.
2. Vous aurez besoin d'un aliquote de lysat de phages pour chaque phage que vous souhaitez tester, avec un titre minimum de 5 x 109 UFP / ml.

B. Préparez un tapis bactérien avec chaque souche de bactérie à tester, y compris l'hôte d'isolement d'origine, conformément au protocole Titration par dépôts de gouttes (6.4).
1. Identifiez en dessous de chaque plaque de gélose votre nom, la date et l'espèce bactérienne. La configuration de la façon dont vous déposerez les dilutions de votre ou vos phages doit être déterminée maintenant, en identifiant la gélose en conséquence. Voir les Figures 6.4-1 et 11.4-1 pour des exemples.
2. Une fois votre tapis bactérien préparé, laissez sécher les plaques pendant au moins 20 minutes.

C. Effectuez des dilutions en série avec les lysats de phages que vous souhaitez tester pour leur capacité à infecter des hôtes alternatifs.
1. Préparez des dilutions (facteur de dix) des lysats de phages selon le protocole Dilution en série (6.2).

D. Déposez les gouttes des dilutions sur chaque tapis bactérien préalablement préparé.
1. Un à la fois, transférez aseptiquement 3 μl de chaque dilution d'échantillon sur les tapis bactériens.
a. Utilisez toujours de nouveaux embouts pour chaque échantillon pour éviter la contamination.
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 incuber à la bonne température pendant 24 à 48 heures.

Jour 2
A. Vérifiez les signes d'infection phagique.
1. Après 24 et 48 heures, vérifiez chaque goutte sur les plaques de gélose.
a. Avez-vous des plages de lyse individuelles à certains endroits ? La capacité d'observer des plages de lyse individuelles vous permettra de calculer un titre.
b. *Si vous avez des signes de lyse mais pas de plages de lyse individuelles observables pour les séries de dilutions, cela nécessitera d’investiguer davantage et impliquera de répéter l'expérience en utilisant des plaques entières (c'est-à-dire le Test de plages de lyse (6.1) au lieu de tests par dépôts de gouttes).
2. Calculez le titre, en UFP / ml, des phages capables d'infecter chaque hôte testé, y compris l'hôte d'isolement, selon le protocole de Titration par dépôts de gouttes (6.4).
3. Prenez une photo de vos résultats. Notez soigneusement vos observations.

B. Interprétez les résultats du test de gamme d'hôtes.
1. Voyez-vous une infection équivalente sur votre hôte d'isolement et les bactéries testées pour votre phage ? Est-elle réduite ou votre phage est-il incapable d'infecter les bactéries hôtes expérimentales ?
2. Calculez l'efficacité de l’infection (EOP).
a. Pour chaque hôte et phage testés, calculez l'EOP selon la formule :
(titre du phage sur l'espèce testée) / (titre du phage sur l'hôte d'isolement) = EOP
b. L'interprétation la plus simple des résultats est que le phage a infecté les deux types de bactéries de manière égale, désignée par 1, ou que le phage n'a pas infecté l'hôte test, désigné comme < [1 / nombre de particules de phage utilisées]**.
c. Notez les EOP et les interprétations dans votre cahier de laboratoire.

Conseils utiles :

· *Faites attention à ne pas confondre « lyse de l'extérieur » et infection phagique. L'infection phagique produira des plages de lyse à de faibles concentrations de phages dans le lysat. La « lyse de l'extérieur » produira une zone clarifiée à des concentrations élevées de lysat, sans plages de lyse observables lorsque le lysat est dilué. 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.

· **Ne désignez pas l'EOP comme « 0 », mais indiquez plutôt l'EOP comme < [1 / le plus grand nombre de particules de phages utilisées]. Si vous avez calculé votre titre de lysat de phages à 5 x 109 UFP / ml à partir des plages de lyse observées sur l'hôte d'isolement et que vous avez utilisé 10 μl de l'échantillon non dilué, le nombre le plus élevé de particules de phages que vous avez utilisées est de 5 x 107 particules. Vous avez observé moins de 1 plage de lyse sur les espèces bactériennes testées et devez noter vos résultats comme < 1 / (5 x 107).

· Aucun test de gamme d'hôtes n'est valide à moins que l'hôte d'isolement ne soit inclus dans le test. Il n'est pas non plus valable si le titre du phage est faible.

· Il n'est pas informatif de rapporter les résultats avec +/-.

· Si vous testez de nouveaux hôtes où aucun phage n'a été trouvé, il peut être difficile d'optimiser les conditions de cette expérience. Pensez à utiliser ces hôtes pour trouver de nouveaux phages !
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