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Protocole 12.2 : Striations de phages sur plaque de gélose 

Objectif : Générer des plages de lyse bien isolées contenant un seul type de phage

But : Avant de commencer à caractériser un phage, vous devez vous assurer de la pureté de votre population de phages. Cela peut être accompli en isolant à plusieurs reprises les plages de lyse. Les plaques de striations de plages de lyse constituent une méthode rapide et économique pour ce faire. Le processus repose sur la striation d'un échantillon de phages sur une gélose pour diluer l'échantillon. Une fois les bactéries ajoutées à la plaque, l'échantillon de phage dilué devrait donner naissance à des plages de lyse bien isolées (Figure 12.2-1). En répétant ce processus d'isolement des plages de lyse, vous obtiendrez une population de phages clonaux. Notez que pour certains phages, il est plus difficile d'obtenir des plages de lyse bien isolées avec cette méthode. Il est donc préférable d'effectuer également cette technique en combinaison avec au moins un test de plages de lyse combiné à des dilutions en série, afin de s’assurer d’obtenir une bonne purification.

Matériel requis :
· Gélose molle
· Culture hôte bactérienne
· Bâtonnets stériles (si vous n’avez pas de bâtonnets ou de cure-dents stériles, des embouts de micropipette peuvent être utilisés)

Protocole :

A. Préparez votre paillasse pour travailler dans des conditions aseptiques et réunissez le matériel requis.

B. Préparez votre plaque de contrôle négatif.
1. Identifiez le dessous de la plaque avec votre nom, la date, la plaque de striation et le contrôle négatif.
2. En utilisant une technique aseptique, prenez un bâton stérile.
3. Striez doucement sur le tiers supérieur de la plaque en effectuant des mouvements de gauche à droite, sans soulever le bâtonnet de la plaque de gélose. Il s'agit de votre première étape de striation (Figure 12.2-1). 
Important : Essayez d’effleurer la gélose sans la creuser avec le bâtonnet.
4. Avec un nouveau bâtonnet, passez à travers la zone striée à l'étape précédente, en touchant UNIQUEMENT les deux ou trois premières striations. Continuez à faire des mouvements de gauche à droite dans un tiers adjacent de la gélose, en veillant à ne pas toucher de nouveau les premières striations.
5. Répétez l'étape 4 pour créer une troisième série de striations sur le tiers restant de la gélose.
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	Figure 12.2-1. (A) Striations pour l'isolement d'un phage. Le centre d'une plage de lyse bien isolée est touché avec un bâtonnet stérile. Sur la première série, ce cure-dent est utilisé pour strier sur une zone d'environ un tiers d'une plaque de gélose fraîchement préparée. Un nouveau bâtonnet est ensuite utilisé pour strier une zone adjacente non striée (un tiers) de la plaque pour la deuxième série de striations, en veillant à ne toucher la zone striée d'origine seulement deux ou trois fois. Encore une fois, un nouveau bâtonnet est utilisé pour la troisième série de striations en ne touchant que deux ou trois fois seulement la deuxième série. La zone où la troisième série a été faite est la plus diluée et est indiquée par le X rouge. (B) Un exemple de plaque avec des striations montrant une bonne isolation de la plage de lyse.



C. Réunissez vos échantillons de phages.
1. Votre échantillon de phages peut consister en une plage de lyse, provenant soit d'un test de plages de lyse, soit d'une autre plaque de striations. Il peut également s'agir d'un échantillon liquide préparé selon le protocole Repiquage d’une plage de lyse (5.4).
2. Si vous choisissez une plage de lyse provenant d'une plaque, que ce soit à partir d'un test de plage de lyse ou d'une autre plaque de striations, dessinez un cercle autour de la plage de lyse en dessous de la plaque et identifiez-la. Notez les détails dans votre cahier de laboratoire.

D. Préparez vos plaques de gélose.
1. Préparez autant de plaques de gélose que vous avez d'échantillons de phages à purifier.
2. Identifiez chaque plaque en fonction de l'échantillon de phage, comme décrit à l'étape B(1).

E. Faites une série de striations.
1. Retirez un bâtonnet stérile de son emballage.
2. Préparez votre première série de striations.
a. Si vous travaillez directement à partir d'une plage de lyse provenant d’une plaque, touchez doucement le centre de la plage de lyse une fois avec le bout du bâtonnet.
b. Si vous travaillez à partir d'un échantillon de phages liquide, insérez le bout du bâtonnet dans l’échantillon et agitez doucement.
3. Touchez le bâtonnet sur la gélose de la plaque appropriée et faites des mouvements de gauche à droite sur le tiers supérieur de la gélose. Jetez le bâtonnet.
4. Avec un nouveau bâtonnet, faites glisser une fois dans la première série de striations et refaites des mouvements de gauche à droite dans un tiers adjacent de la gélose, en veillant à ne pas toucher à nouveau la première série de striations.
a. Cette deuxième série de striations vous permet d'étaler seulement une fraction du phage à partir de la première série, le diluant ainsi.
5. Répétez l'étape 4 pour créer une troisième série de striations sur le tiers restant de la plaque.
a. Cette troisième série dilue encore davantage l'échantillon de phages. Espérons que vous aurez des particules de phage individuelles dans cette troisième série de striations.
6. Marquez la zone où se termine votre troisième série de striations avec un « X » au-dessous de la plaque de gélose. C'est la région qui a le moins de particules de phages.
7. Répétez les étapes 1 à 6 avec une nouvelle plaque pour chaque échantillon de phages.

F. Ajoutez des bactéries à vos plaques de striations. Pour cette partie de l'expérience, vous aurez besoin de 3 ml de gélose molle par plaque de striations. Votre enseignant peut vous fournir cette préparation ou vous devrez peut-être le faire selon le protocole trouvé dans la boîte à outils.
1. Pour chaque échantillon, y compris votre contrôle négatif :
a. Utilisez une pipette stérile de 5 ml pour transférer aseptiquement 3 ml de gélose molle dans un tube de culture contenant 250 μl de bactéries hôtes.
b. Aspirez immédiatement le mélange dans la pipette.
i. Essayez d'éviter de générer ou d’enlever des bulles, car elles peuvent ressembler à des plages de lyse sur les plaques de gélose.
2. Répartir lentement le mélange de gélose molle / bactéries sur la plaque à striation, en déposant le mélange sur la zone marquée « X ».
a. N’agitez pas la plaque !
3. Laissez le mélange s'étendre sur la plaque du point le plus dilué aux zones les plus concentrées. Si nécessaire, inclinez très légèrement la plaque.
4. Répétez ce processus pour chacun de vos échantillons.
5. Laissez les plaques reposer, non perturbées, pendant environ 20 minutes pour permettre à la gélose molle de se solidifier.

G. Incubez les plaques à la bonne température.
1. Une fois la gélose molle solidifiée (~ 20 minutes), inversez les plaques rapidement (mais doucement). L'inversion des plaques empêche la condensation de couler sur la gélose molle pendant l'incubation.
2. Placez les plaques inversées dans l'incubateur approprié.

Conseils utiles :

· C'est une bonne idée de préparer les plaques de striations en double jusqu'à ce que vous maîtrisiez la technique. Cela vous aidera à obtenir une plage de lyse unique et bien isolée à chaque fois.

· Choisissez vos plages de lyse dès que possible. Plus le phage demeure sur la plaque longtemps, plus il se diffuse et risque de contaminer les plages de lyse adjacentes.

· Il est préférable de ne choisir pour la purification que des plages de lyse bien séparées des autres plages adjacentes. Une plage de lyse bien isolée est à au moins 0.5 cm des plages adjacentes.
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