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Protocole 5.5 : Isolement après enrichissement

Objectif : Amplifier les phages présents dans vos échantillons environnementaux

But : Des cultures enrichies sont utilisées pour amplifier les phages présents dans les échantillons en fournissant des conditions favorables à la réplication des phages. Les phages sont d'abord extraits d'un échantillon environnemental solide dans des milieux de croissance bactériens. Les bactéries, y compris celles qui sont potentiellement dangereuses, sont éliminées par filtration. L'échantillon filtré est ensemencé de bactéries hôtes et les cultures sont incubées pour encourager la croissance et la réplication. À mesure que les bactéries se divisent, les phages présents dans l'échantillon subissent plusieurs cycles d'infection et de lyse. Le résultat est une culture avec une concentration de phages spécifiques à votre hôte bactérien exponentiellement plus grande que votre échantillon environnemental initial.

Matériel requis :
· Échantillon environnemental solide
· Systèmes de filtration 0.22 µm sous-vide pour tubes ou filtres à seringue
· Milieu de culture liquide*
· Milieu liquide 10X (si vous utilisez des échantillons environnementaux liquides)
· Fiole Erlenmeyer autoclavée avec embouts de pipette dans le fond ou des tubes coniques stériles de 50 ml
· Seringues stériles de 5 ml (si nécessaire)
· Filtres pour seringue 0.22 μm (si nécessaire)
· Microtubes
· Bactérie hôte (500 μl)

Protocole :

Jour 1
A. Vous aurez besoin des échantillons environnementaux solides que vous avez prélevés à l'aide du protocole : Collecte d'échantillons environnementaux (5.1).

B. Extraire les phages d'un échantillon de sol.
1. Remplissez un tube conique de 50 ml avec 15 ml de votre échantillon.
2. Complétez le volume avec le milieu de culture jusqu’à 35 ml et vortexez.
3. Agitez l'échantillon à ~ 250 tr / min pendant 1 à 2 heures1.
4. Équilibrez les tubes et centrifugez à 2000 x g pendant 10 minutes pour précipiter (c'est-à-dire forcer au fond du tube) la majeure partie du sol2.

C. Préparez votre paillasse pour travailler dans des conditions aseptiques et rassemblez le matériel requis.
1. Filtrez le surnageant à travers un filtre de 0.22 µm pour éliminer les bactéries indésirables et les particules de sol3.
a. Recueillir le filtrat dans une fiole Erlenmeyer stérile ou un tube conique stérile de 50 ml.
b. Les volumes récupérés seront compris entre 20 et 25 ml.

D. Inoculez la culture avec des bactéries hôtes.
1. Ajoutez 0.5 ml de culture bactérienne hôte dans l’Erlenmeyer ou le tube conique.
2. Incubez l’Erlenmeyer ou le tube conique à la bonne température, en agitant à 220 tr / min pendant 2 à 5 jours.
a. Si vous utilisez un tube conique de 50 ml, vous devez vous assurer que la culture sera correctement aérée. Pour ce faire, vissez le capuchon sur un quart de tour seulement, afin que le tube conique ne soit que légèrement bouché, puis fixez le capuchon avec un court morceau de ruban adhésif de laboratoire pour vous assurer qu'il ne tombe pas. Assurez-vous que le tube conique ne reste que légèrement bouché. Les tubes doivent rester debout tout en étant agités. Assurez-vous d'éviter tout déversement.
b. Si vous utilisez un échantillon environnemental liquide, vous devez ajouter le volume approprié de milieu liquide 10X comme source de nutriments pour votre bactérie hôte.

Jour 2
Après avoir laissé la culture enrichie incuber pendant 2 à 5 jours, vous pouvez continuer avec le protocole.

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

B. Filtrez la culture enrichie.
1. À l'aide d'une pipette appropriée, transférez 1.4 ml de votre culture enrichie de l’Erlenmeyer dans un microtube.
2. Répétez cette procédure pour avoir deux microtubes, chacun avec 1.4 ml de culture enrichie.
3. Centrifugez les tubes à grande vitesse dans la microcentrifugeuse pendant 1 minute pour précipiter les bactéries.
4. Si votre surnageant n'est pas clair ou si vous pensez que votre enrichissement contient des bactéries non hôtes, filtrez le surnageant à travers un filtre de 0.22 µm comme décrit ci-dessous. Sinon, passez directement à l'étape 5.
a. Retirez le piston d'une seringue.
b. Ouvrez un filtre stérile et fixez-le à la seringue.
c. Transférez 1 ml de surnageant de chaque tube de microcentrifugeuse dans la seringue (pour un total de 2 ml).
d. Placez l’embout du filtre au-dessus d’un microtube stérile et insérez le piston dans la seringue.
e. Appuyez sur le piston et récupérez le filtrat stérile.
5. Transférez le surnageant dans un nouveau microtube, en évitant le culot bactérien.
6. Fermez immédiatement le microtube contenant votre surnageant ou filtrat et identifiez-le de manière appropriée. Il doit être entreposé à 4°C.
7. Vous pouvez retourner votre culture à l'incubateur, ou le jeter selon les instructions de votre enseignant.

C. Selon les indications de votre enseignant, votre prochaine étape sera de tester votre surnageant pour la présence de phages en utilisant la Technique de dépôt de gouttes (5.6).

Conseils utiles :

· Si vous souhaitez effectuer un isolement direct en même temps que votre isolement après enrichissement, vous pouvez retirer 500 µl de l'échantillon filtré avant l'étape D et effectuer directement un test de plages de lyse. Assurez-vous de travailler aseptiquement.

· Si vous souhaitez tester votre culture après 24 ou 48 heures d'agitation, n'hésitez pas à retirer un aliquote de 1.4 ml avec une pipette sérologique, à la filtrer et à procéder à un test de dépôt de la goutte. Assurez-vous de travailler aseptiquement et de replacer votre culture dans l’incubateur pendant que vous attendez vos résultats.

· Ce protocole est conçu uniquement pour les échantillons de sol solides. Si vous souhaitez isoler les phages d'un échantillon liquide, utilisez le protocole d'isolement direct.

· Les tubes coniques de 50 ml peuvent être incubés avec les couvercles hermétiques tant qu'ils sont ouverts toutes les 24 heures pour permettre l'accès à l'oxygène. Alternativement, des tubes de culture de grande taille avec des bouchons lâches peuvent être utilisés lors de l'incubation des cultures d’enrichissement.



Notes :

1Si vous ne disposez pas d'un agitateur pouvant contenir des tubes coniques de 50 ml, vous pouvez utiliser des fioles Erlenmeyer.

2Si vous n'avez pas de centrifugeuse pour tubes coniques de 50 ml, la terre mouillée peut être filtrée à travers du papier filtre Whatman plié pour s'adapter au sommet d'un tube conique avant le filtrage stérile.

3Des systèmes de filtration sous vide pour tubes Corning® ou des seringues stériles avec filtres peuvent être utilisés.

*Si vous utilisez M. smegmatis comme hôte pour l'isolement des phages, vous pouvez utiliser le milieu d'enrichissement comme milieu liquide dans cette expérience, par opposition au milieu 7H9.
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