[image: C:\Users\vtrembl2\Desktop\Traduction Phages\Images icones\Hotes.png]

Une introduction de la bactérie hôte Mycobacterium smegmatis

Les chercheurs appartenant au programme SEA-PHAGES explorent la diversité et les relations génétiques des populations de bactériophages qui infectent les Actinobactéries, dont la bactérie Mycobacterium smegmatis (M. smegmatis, ou communément appelé « smeg »). Il existe de nombreuses souches différentes de M. smegmatis (isolées de différents échantillons environnementaux ou cliniques). La souche de M. smegmatis, la plus communément utilisée dans le programme SEA-PHAGES, est appelée M. smegmatis mc2155. Elle pourra vous servir d’« hôte » pour l’isolement de phages.

M. smegmatis est une des espèces qui composent le genre Mycobacterium (il en existe plus de 100), classé dans l’embranchement des Actinobactéries. Les mycobactéries ont été nommées ainsi parce qu'elles ont parfois une apparence de champignon sous le microscope, bien qu'elles ne soient assurément pas des champignons ! Le genre Mycobacterium contient de nombreuses espèces qui affectent la santé humaine, dont M. tuberculosis et M. leprae, qui sont les agents infectieux responsables de la tuberculose et de la lèpre, respectivement. M. smegmatis, cependant, est un saprophyte et se trouve dans des échantillons environnementaux, y compris le sol et le compost. Bien qu'ils partagent le même genre, M. smegmatis et M. tuberculosis présentent de nombreuses autres différences, notamment des temps de doublement très différents: environ 3 heures pour M. smegmatis et 24 heures pour M. tuberculosis. Certains bactériophages sont capables d'infecter les deux espèces, tandis que d'autres n'infectent que l'une d’entre-elles.

M. smegmatis croît sur de nombreux milieux riches en nutriments. Au cours de vos recherches, vous cultiverez M. smegmatis sur un milieu 7H9 additionné d'albumine et de dextrose (AD) à 37°C. Dans ces conditions, M. smegmatis croît à son rythme le plus rapide, se divisant environ une fois toutes les 3 heures. Cela signifie qu'il faut généralement environ 3 à 4 jours pour qu’une colonie se développe à partir d'une seule cellule sur une plaque de gélose. Cependant, lors de la préparation d'un tapis bactérien, vous pouvez commencer par inoculer de nombreuses cellules bactériennes (par exemple, 107 ou plus) afin qu'un épais tapis bactérien se développe dans les 20 à 24 heures. M. smegmatis croîtra également à 30°C, mais il se divise alors plus lentement et nécessite donc plus de temps pour former une colonie ou un tapis.

Les colonies de M. smegmatis mc2155 sont de couleur beige et de texture sèche, rugueuse et ridée (Figure 4.0-4). Une culture liquide de M. smegmatis inoculée à partir d'une seule colonie prendra 3 à 5 jours pour former une culture saturée, présentant une couleur beige. La souche avec laquelle vous travaillerez, M. smegmatis mc2155, n'est pas inhibée par l'antibiotique ampicilline ou le l’agent antifongique cycloheximide. Par conséquent, ceux-ci peuvent être ajoutés aux milieux de croissance pour empêcher d'autres micro-organismes de se développer dans vos cultures.
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	Figure 4.0-4. Mycobacterium smegmatis poussant sur une plaque de gélose.



Si vous utilisez cette bactérie comme hôte pour l'isolement des phages, référez-vous à la liste ci-dessous pour les conditions de croissance et de culture spécifiques à vos expériences.
Milieux de croissance :
Liquide : 7H9, additionné d'albumine et de dextrose (AD)
Gélose : plaques de L-agar
Couche de gélose molle (top agar) : 7H9

Température de croissance : 37°C (ou 30°C)

Agents antimicrobiens : carbenicilline (50 ug/ml), cycloheximide (10 μg/ml)

Tampon pour phages : Tris 10 mM (pH 7.5), MgSO4 10 mM, NaCl 68 mM, CaCl2 1 mM, (glycerol 10%, optionnel)

Enzymes de restriction : BamHI, ClaI, EcoRI, HaeIII et HindIII
Remarque : les isoschizomères, qui sont différentes enzymes de restriction qui reconnaissent la même séquence d'ADN, peuvent être utilisés à la place de l'une des enzymes énumérées ci-dessus.
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