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Protocole 6.2 : Dilutions en série 

Objectif : Préparer des échantillons de phages liquides de concentrations décroissantes

But : La dilution en série est une méthode utilisée pour manipuler le nombre de phages dans un échantillon. Vous utiliserez des dilutions en série pour purifier, amplifier et titrer votre phage. Ce protocole utilise des dilutions en série de dix fois, ce qui signifie que la concentration de phages dans chaque tube est 10 fois inférieure à celle du tube précédent, ce qui permet des calculs mathématiques faciles.

Matériel requis :
· Tampon de phage
· Échantillons nécessitant une dilution (par exemple, plages de lyse prélevées ou un lysat)
· Microtubes

Protocole :

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

B. Préparez des dilutions en série de 10 fois.
1. Disposez le nombre approprié de microtubes dans un portoir et identifiez-les 10-1, 10-2, 10-3, … 10-8.
Important : Voir « Conseils utiles » pour déterminer le nombre de dilutions à effectuer.
2. Ajoutez 90 µl de tampon phage dans chacun des microtubes.

C. Effectuez des dilutions en série de 10 fois (Figure 6.2-1).
1. Ajoutez 10 µl de votre échantillon de phages non dilué dans le tube « 10-1 » et vortexez bien.
a. La solution dans ce tube « 10-1 » contient 1/10 du nombre de particules de phage par rapport à l’échantillon non dilué. On peut également l’appeler « dilution 1 : 10 ».
b. Assurez-vous de changer d’embout de micropipette pour chaque pipetage et pipeter minutieusement, en vortexant bien vos échantillons avant d'effectuer chaque dilution. Sinon, vos dilutions seront imprécises.
2. Transférez 10 μl de l'échantillon « 10-1 » dans le tube « 10-2 » et bien vortexer.
a. Cette solution contient 1 / 100 de particules de phages par rapport à l’échantillon non dilué. On peut également l’appeler « dilution 1 : 100 ».
3. Continuez chaque dilution successive jusqu'à ce que vous arriviez à votre dernier tube.
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	Figure 6.2-1. Dilutions en série. La dilution en série du phage, en préparation d'un test de plages de lyse. Un volume de l'échantillon de phage non dilué (10 μl) est transféré dans 90 μl de tampon de phage dans le tube 10-1. Une fois le tube mélangé, 10 μl de l'échantillon 10-1 sont transférés dans le tube 10-2 et le tube est mélangé. Cette dilution en série se poursuit jusqu'à ce que les dilutions souhaitées soient obtenues. Le dernier tube contiendra un volume final de 100 μl.



D. Vous pouvez maintenant utiliser ces échantillons dilués pour continuer les autres protocoles ; par exemple, le Test du dénombrement des plages de lyse (5.3), la Titration par dépôt de gouttes (6.4), la Titration entière (6.5) et La préparation d’un lysat de phages via une lyse confluente sur boîte de Petri (7.1).

Conseils utiles :

· Le nombre de dilutions que vous faites dépend de l'expérience que vous faites et du phage avec lequel vous travaillez.

· Si vous diluez une culture enrichie pour un test de plages de lyse, une dilution jusqu’à 10-5 est généralement suffisante.

· Si vous diluez pour déterminer le titre d’un lysat, vous devrez peut-être le diluer jusqu’à 10-8 pour obtenir un nombre mesurable de plages de lyse. Vous devez préparer une dilution qui vous donnera entre 20 à 200 plages de lyse sur une plaque.

· Les phages à faible concentration ont tendance à perdre leur viabilité au fil du temps lorsqu'ils sont entreposés dans un tampon de phage. Par conséquent, l’entreposage des dilutions en série n'est pas recommandé.
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	Figure 6.2-2. Test de plages de lyse avec la série de dilutions. Le phage StarStuff a été dilué en série et étalé pour un test de plages de lyse. Les échantillons les plus concentrés (10-1 et 10-2) créent des plaques claires où aucune bactérie n'est visible. La plaque 10-3 montre une concentration très élevée de plages de lyse, mais les plages individuelles ne sont visibles qu’à partir de la plaque 10-4, qui est une confluente. Les plaques 10-5 et 10-6 ont un nombre mesurable de plaques, mais la plaque 10-5 offre le nombre le plus précis pour le comptage.
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