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Protocole 6.5 : Titration entière sur boîte de Pétri

Objectif : Déterminer la concentration de particules de phages dans un lysat en utilisant le test de dénombrement de plages de lyse

But : Le nombre total de particules de phages dans votre lysat peut être calculé en effectuant des dilutions en série, suivies d'un test de plages de lyse, puis en comptant le nombre de plages de lyse formées. En tenant compte du volume et de la dilution utilisés pour générer ces plages de lyse, vous pouvez calculer la concentration ou le titre de votre lysat de phages. Parce que chaque plage de lyse est formée à partir d'une seule particule de phage, cette particule de phage d'origine est appelée une unité de formatrice de plages de lyse (UFP). La concentration d'un lysat est présentée comme le nombre d'unités formatrice de plages de lyse dans chaque millilitre de lysat, ou UFP / ml. La titration entière sur boîte de Pétri est la méthode la plus précise pour déterminer le nombre de phages infectieux dans un échantillon liquide.

Matériel requis :
· Échantillon de phage liquide à titrer
· Tampon de phage
· Plaques de gélose pour les dilutions à effectuer
· Gélose molle 
· Bactérie hôte
· Microtubes
· Pipettes sérologiques de 5 ml




Protocole :

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

B. Effectuez le protocole de Dilutions en série (6.2) sur l'échantillon que vous souhaitez titrer et performez un Test de dénombrement des plages de lyse (5.3) pour chaque dilution.
1. Si vous titrez un échantillon de phages hautement concentré, comme un lysat de plaques de gélose, diluez et étalez les dilutions 10-1, 10-2, 10-3, 10-4, 10-5, 10-6, 10-7 et 10-8 selon les protocoles pour les Dilutions en série (6.2) et le Test de plages de lyse (5.3).
OU
2. Si vous avez déjà effectué une Titration par dépôt de gouttes (6.4) sur l'échantillon et estimé le titre, ne préparez que les dilutions qui devraient donner un nombre mesurable de plages de lyse sur la plaque de gélose (généralement entre 20 et 200), en performant le Test de plages de lyse (5.3).
a. Par exemple, si la dilution 10-7 de votre titration par dépôt de gouttes a donné 12 plages de lyse, vous devriez utiliser cette dilution comme point de départ, et effectuer des dilutions de part et d’autre pour vous assurer d'obtenir un nombre mesurable de plages de lyse sur au moins une plaque. Cela signifie que vous devez utiliser les dilutions 10-6, 10-7 et 10-8. Si la titration par dépôt de gouttes est incertaine, performez des dilutions supplémentaires ; par exemple, les dilutions 10-5, 10-6, 10-7, 10-8 et 10-9.

C. Le lendemain, vérifiez les plages de lyse et confirmez que vos dilutions sont valides (c'est-à-dire une diminution de 10 fois des plages de lyse est visible pour chaque dilution successive).
1. Utilisez une plaque avec 20 à 200 plages isolées et comptez le nombre de plages de lyse.

D. Calculez le titre en UFP / ml en utilisant la formule :
Titre (UFP / ml) = (# UFP / volume utilisé en μl) x (103 μl / ml) x facteur de dilution*
*Pour une dilution 10-7, le facteur de dilution est 107.

Exemple : Si 24 plages de lyse ont été observées sur une plaque d'une culture infectée avec 10 μl d'une dilution 10-5 (Figure 6.5-1), les calculs ressemblent à ceci :
Titre (UFP / ml)	= (24 UFP / 10 μl) x (103 μl / ml) x (105)
= (2.4 x 103 x 105) UFP / ml
= 2.4 x 108 UFP / ml
Essentiellement, vous divisez le nombre de plages de lyse par le volume d'échantillon utilisé. Ce nombre est multiplié par l'inverse des dilutions utilisées pour préparer cette plaque, puis converti de μl en ml pour obtenir le titre en UFP / ml.

Conseils utiles :

· Lorsque les nombres exponentiels sont multipliés, les exposants sont additionnés. Par exemple, 105 x 104 = 109.

· Un lysat à titre élevé a un titre de 5 x 109 UFP / ml ou plus. Nous vous recommandons d'essayer d'atteindre au moins ce titre pour de futures expériences et un entreposage à long terme.

· S'il y a 24 plages de lyse sur la plaque 10-7, vous devez vous attendre à 240 plages de lyse sur la plaque 10-6. Cependant, si lors du comptage des plages de lyse vous comptez 200 plages de lyse, le titre est égal à 2 x 1010 UFP / ml. Sachez qu'il n'y a pas de différence pratique entre les deux titres, mais plus vous comptez de plages de lyse, plus la titration est précise.
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	Figure 6.5-1. 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 clarifiées où aucune bactérie n'est visible. La plaque 10-3 montre une très forte concentration de plages de lyse, mais les plages individuelles ne sont visibles qu’à partir de la plaque 10-4, qui est une plaque confluente. Les plaques 10-5 et 10-6 ont un nombre mesurable de plages de lyse, mais la plaque 10-5 offre le nombre le plus précis pour le comptage.
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